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Uber den EinfluB des Vitamin B, 
auf den Adrenalingehalt der Nebennieren und des Blutes 


Von 


Elisabeth Sarfy 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Budapest) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 13. Oktober 1939) 


McCarrison!) konnte bei der experimentellen Taubenberi- 
beri eine Hypertrophie des Nebennierenmarkes und einen ge- 
steigerten Adrenalingehalt nachweisen. Bierry, Portier und 
Randoin-Fandard?) beobachteten bei Tauben im Verlaufe der 
Beri-beri eine Atrophie samtlicher endokriner Organe mit Aus- 
mahme der Nebennieren, welche am Héhepunkt der Avitaminose 
eine Hypertrophie zeigen, und sehen die durch Sektion nachweis- 
bare periphere GefaBsklerose als Folge einer Hyperadrenalinimie 
lan, wie auch das unmittelbar vor dem Tode eintretende Sinken 
der Korpertemperatur. Simonnet*’), Souba‘*) und Lopez- 
Lomba®) fanden bei der Taubenberi-beri ebenfalls eine Hyper- 
rophie der Nebennieren. Nach den Untersuchungen von Verzar 
nd Beznak®) ist der Adrenalingehalt der Nebennieren beri-beri- 
kranker Tauben im Laufe der Avitaminose vermindert, das Ge- 
wicht der Nebennieren, mit dem des Augapfels verglichen, un- 
verandert. Cramer’) tindet dagegen bei B, - avitaminotischen 
atten und Miusen den Adrenalingehalt des Nebennierenmarkes 
normal. 


Die hier angefiihrten Versuchsergebnisse sind einander ziem- 
lich entgegengesetzt, es schien deshalb wichtig, die Frage noch- 
mals experimentell zu untersuchen. Weiter trachtete ich auch 
liber die physiologische Wirkung des in hdheren Dosen verab- 
reichten B,-Vitamins Aufschliisse zu gewinnen. 


Methodik 


Zu den Versuchen wurden 200—300 g schwere, miinnliche weiBe Tauben 
und 80—150 g schwere, minnliche weiBe Ratten verwendet. Die Tauben er- 
hielten als B,-freie Nahrung autoklavierten Reis, Lebertran, Salz (Mc Collum) 
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und ad libitum Wasser; die Ratten die Sherman-Spohnsche®) Diit wif - 
zur Deckung des B,-Vitaminbedarfs autoklavierte Bierhefe. Die Symptom | 
des B,-Mangels entwickelten sich bei den Tauben in etwa 4—5 Woch[_ 
nach der Verabreichung der B,-freien Nahrung. Die Tiere wurden jf 
solchem Grade appetitlos, da8 man sie kiinstlich erndhren muBte. Bei ap > 
haltender Gewichtsabnahme traten dann im Endstadium die charakt.—— 
ristischen Symptome: Ataxie und spastische Haltung auf. Bei den Ratt — 
zeigten sich dieselben Symptome bereits nach 4 Wochen. Die Kontrolltien F 
erhielten dieselbe Nahrung wie die behandelten, aber ohne Vorbehandlun at 
der einzelnen Nahrungsbestandteile. Die Kontrolltauben erhielten auberde, a 16 
noch tiglich 10—15 y B,-Vitamin (Vitaplex ,,B“ Chinoin) per os. 4 

Zur Erreichung einer B,-Hypervitaminose gab ich den Tauben tiiglic, 
1 mg Vitamin B, (Betaxin forte, Bayer) intramuskulir. 


Bei der Bestimmung des Adrenalingehaltes des Blutes und der Neben- 
nieren folgte ich der von Shaw’) angegebenen Methode. Die zur Be. 
stimmung nétige Blutmenge von 1—3 ccm wurde der Carotis der narkot-F  ° 
sierten Tauben durch eine Glaskaniile mittels einer Glasspritze innerhalb} ” 
1 Minute entnommen, um die Zersetzung des Adrenalins zu vermeiden. Bef © 
Ratten konnte ich wegen technischer Schwierigkeiten der Blutentnabm | ™ 


Nummer | 






Tier 














Versuchsergebnisse 
Tabelle I 


Normale und B,-avitaminotische Tauben 



































5 | Gewieht se [oSs|eselge les 
E des Tieres in g| Dauer und Art|7 § ,, Sx FI ic ‘ gra jas 
- o ) BS SE/SS oles siaghcs 
Z| | am der [28 a/888| ols 8.s|s- 
- Beginn| Ende | Behandlung | 22°" $68 5 “ & @ a9 <8 
coe om © om i of 
& | des Versuches SA 1° Ss a5" ae | 
1! 264 | 282 19,0 | 86,0 | 1,894 | 0,17 | 5,68 
2] 230 | 222 16,0 | 45,8 | 2,863 | 0,21 | 6,9! 
3 | 270 | 272 17,9 | 30,5 | 1,703 | 0,25 | 84 
4] 278 | 255 18,2 | 89,0 | 2,146 
5 | 314 | 262 17,6 | 87,2 | 2,110 
6] 287 | 254 |# normal 4] 15,2 | 40,2 | 2,645 
7] 380 | 255 18,2 | 51,1 | 2,803 
gs} 277 | 217 15,6 | 37,6 | 2,410 
9] 282 | 278 14,1 | 28,9 | 2,049 
10 | 235 | 216 ] 225 | 48,5 | 1,938 
11 | 268 | 225 19,4 | 51,6 | 2,659 
im Mittel 2,292 
12 | 265 | 274 16,6 | 54,2 | 8,267 
13 | 267 | 203 || 2 Woehen |) ios | 518 | 2,674 
14] 808 | 268 |i, pee piatl] 224 | 542 | 2,609 
15 | 310 | 286 1 \) 19,7 | 50,5 | 2,565 
im Mittel 2,778 















































iJber den Einflu8 des Vitamin B, auf den Adrenalingehalt usw, 89 






















































sit und (em Tabelle I (Fortsetzung) 
aptome —— ropa eeccii: aueeals nee oe + amg 
’ ocher i S Gewicht g 8 oo : a. o SE i 
jen in By : des Tieres in g} Dauer und Art 78 so|S = 5 °< dae z - 
| © © scam mmacmes der Sables s/8Ar-l/2a ie a 
arakte fem 2 |. 20 _ = Gal8 Bale WAlSeRi ys x 
Ratte, Mame Beginn| Ende | Behandlung [58 |2a2/5 7 5 | 2 oo = ¢ 
mM oF V h OA |OZSiSe site a & 
olltier Fe = | des Versuches Bz la BA las = 
ndlun f pe —— 
Berden b 247 | 142 26,0 | 36,0 | 1,384 | 0,45 | 14,66 
262 | 174 26,7 32,7 1,225 0,30 9,47 
a 282 | 197 . 18,4 34,0 1,847 a 
tiiplich 935 | 182 Petey Al 20,7 | 29,0 | 1402 | — | — 
272 185 |f ° Bor beri 1} 22,9 | 22.4 | 0,977 | 0,29 | 9,66 
Neben- 282 167 18,2 21,2 1,165 0,28 9,57 
ur Be. 314 269 23,9 29,2 1,226 on —_ 
; 9Re in 6 9 A i sont 
arkot (i 268 | 205 21,9 | 25,2 | 1,146 - 
verhal F | im Mittel 1,296 10,84 
n. Bip s 
tnahmef den Adrenalingehalt des Blutes nicht bestimmen. Die Nebennieren wurden 










*nach dem Ausbluten des Tieres verarbeitet. Die bei der Reaktion ent- 
‘stehende blaue Fiairbung wurde durch das Filter S,, am Stufenphoto- 
meter abgelesen; zum Vergleich verwandte ich das Richtersche Tono- 
»genum cryst. 


Zur Kontrolle dienten 11 normale Tauben. Bei diesen betrug 
im Blute der Adrenalingehalt im Mittel 6,62 7-°/,; der auf 


ff 1 g Nebenniere berechnete Adrenalingehalt war im Mittel 
2 4— 2,292 mg. In dieser Frihlingsgruppe sind die Adrenalinwerte 
of . der Nebennieren etwas héher als die im Herbst erhaltenen 
33 > Normal werte. 

Sune Von den B,-frei ernihrten Tauben wurde bei 12 Tieren der 
~~ + Adrenalingehalt des Blutes und der Nebennieren untersucht. Die 
a /) Tauben wurden in 2 Gruppen geteilt. Die Tiere der ersten Gruppe 
8,42 i wurden nach 2 Wochen langer Verabreichung der B,-freien Diit 
ye | verarbeitet. Bei diesen betrug der Adrenalingehalt des Blutes 
cf 91m Mittelwert 4,97 y-°/,, der auf 1 g Nebennieren berechnete 
7,8) f= Adrenalingehalt im Mittel 2,778 mg, was im Vergleich zum Nor- 
a malen im Blute einer 24,9°/,igen Senkung, in den Nebennieren 
5) f -eimer 17,4°/,igen Erhéhung entspricht. Die restlichen 8 Tauben 
6,88 i wurden im Stadium des véllig entwickelten Beri-beri verarbeitet. 
62 F Bei diesen konnte ich den Adrenalingehalt des Blutes nur in 
44) fF) 4 Fallen untersuchen; dieser betrug im Mittel 10,84 y-°/, und 
a )der Adrenalingehalt der Nebennieren, auf 1 g Organ berechnet, 
68) 1,296 mg, was im Blute einer 38,9°/,igen Erhéhung, in den Neben- 
“4g fs Dleren einer 43,4°/,igen Senkung entspricht. 
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Tabelle I 
B,-hypervitaminotische Tauben 
ew; | ee. ie. 
: | <em sa loos Se rise las fe 
e des Tieres in g| Dauer und Art|7 § , lox & aC a 
E dr |Sae/2SS)84 4) 8a" 32m. 
Z| | am 25 lecela =a laee|2. 0b: 
ks Beginn | Ende | Behandlung eo $8 8 2 7 i S on £3 g 
E | des Versuches on ecia Fass [ai bes 
a = —— — a — — ~~: - re 
1] 242 245 17,0 | 27,1 | 1,595 — -_ = 
2 269 269 normal 19,2 25,9 1,348 0,20 6,71 e 
3] 224 | 252 18,1 | 31,9 | 1,761 | — 
im Mittel 1,568 611 fe} 
4] 248 | 232 |) 5 Tage hin- (| 24,7 | 17,6 | 0,712 | 0,33 J1008 9 3 
5 | 290 | 275 | durch tigl. /} 20,8 | 26,2 | 1,258 | — — Ba, 
6] 260 | 252 |) 1 mg Vit. B, t} 25,7 | 191 | 0,743 | 0,31 J 10 fF 5 
im Mittel 0,904 10,73 Bae 8 
7 
7 252 245 10 Tage hin- | 23,5 | 32,5 1,381 0,30 | 10,13 4 
8} 255 280 | durch tigl. {] 25,1 | 87,9 | 1,512 | 0,36 | 1209 
9] 265 265 |} 1mg Vit. B, || 22,9 | 57,0 | 2489 | 0,42 | 138: 
im Mittel 1,794 11,99 : 
10 | 236 | 281 |) 15 Tage hin- j] 20,1 | 85,8 | 1.755 | 0,27 | ssi - 
11] 257 | 264 durch tiigl. 3] 19,5 | 25,8 | 1,824 | 0,29 | 9,73 
i2| 270 | 265 |l1mg Vit. B, |} 20,2 | 32,6 | 1,615 | 029 | 95 § 
| im Mittel 1,564 937 
Diese Versuche wurden im Herbst ausgefiihrt. Bei dag” 


8 Kontrolltieren fanden sich niedrigere Andrenalinwerte in de — ” 
Nebennieren, als bei den im Friihling verarbeiteten Tieren, uni fF 
zwar im Mittel 1,568 mg, auf 1 g Organsubstanz berechnet; inf 
Blute zeigte aber der Andrenalingehalt denselben Wert wie inf - 
Frihling: 6,71 y-°/,. . 
Zu den mit héheren Dosen Vitamin B, ausgefiihrten Ver 

suchen dienten insgesamt 9 Tauben, welche in 3 Gruppen geteil F 
wurden. Bei den Tieren der 1. Gruppe, denen 5 Tage hindurth F ™ 
tiiglich 1 mg Vitamin B, verabreicht wurde, betrug der Adrenalit- 
gehalt des Blutes im Mittel 10,73 y-°/,, der auf 1g Nebennierel 

berechnete Adrenalingehalt im Mittel 0,904mg, was im Vergleic 

zum Normalen im Blute einer 37,4 °/,igen Erhéhung, in den Nebeu 
nieren einer 42,3 °/ igen Senkung entspricht. Bei den Tieren det f= 
2. Gruppe, welche 10 Tage hindurch taglich 1 mg B, erhielte F 4 
betrug der Adrenalingehalt des Blutes im Mittel 11,99 y-°/,, det 

der Nebennieren, auf 1g Organsubstanz berechnet, 1,794 mg, wap © 
im Blute einer 44 °/,igen, in den Nebennieren einer 12,5 °/,iget 








Tabelle III 


Normale und B,-avitaminotische Ratten 


(Jber den Einfluf des Vitamin B, auf den Adrenalingehalt usw. 
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a 4 
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ache 
ST. ie 
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~ Gewicht 
des Tieres in g 


zu |S am 
Beginn | Ende 


des Versuches 


207 275 
120 | 167 
96 | 110 
110 | 122 
119 | 130 
82 | 119 
97 128 
85 118 
718 92° 
107 | 110 
1008) 6|l—ClCO87 
72 | 73 
82 97 
95 92 
102 | 80 
92 86 
112 | 87 
93 65 
90 88 
105 86 
93 17 





Dauer und Art 
der 


Behandlung 


+ normal =, 








14 Tage nach 
B,-freier Diiit 


21 Tage nach 
B, -freier Diit 


28 Tage nach 
B,-freier Diiit 


Im End- 
stadium des 
Beri-beri 








Gewicht 
der 
Neben- 
nieren 
in mg 


34,7 
20,2 
26,9 
29,7 
32,1 
22,3 
20,4 
19,9 


18,3 
25,6 
22,9 


16,4 
20,5 
20,9 


20,6 
24.9 


25,0 
23,5 
21,3 
26,8 
21,4 





> den Nebennieren dem normalen Werte entspricht. 


Gesamt- 
adrenalin- 
gehalt der 

Neben- 


nieren 


in 7 


41,8 
40,1 
56,9 
45,7 
75,1 
34,5 
41,5 





45,0 
im Mittel 


55,6 
15,1 





64,0 
im Mittel 
50,8 


60,6 
69,2 


im Mittel 
29,8 
27,5 

im Mittel 


21,3 
21,8 
20,1 
15,3 
25,9 


im Mittel 








Adrenalin- 
gehalt 
prolg 
Neben- 
nieren 
in mg 


1,206 
1,986 
2,118 
1,587 
2,340 
1,544 
2,081 
2,258 
1,877 


3,036 
2.934 
2,796 
2,922 


3,099 
2,954 
3,309 
3,121 


1,424 
1,103 
1,263 
0,853 
0,927 
0,944 
0,572 
1,208 


0,901 


| Erhohung gleichkommt. Bei den 3 Tieren der letzten Gruppe, 
welche dieselbe tagliche B,-Menge 15 Tage hindurch erhielten, 
'#fand ich folgende Werte: der Adrenalingehalt der Nebennieren 
War im Mittel 1,564 mg, der des Blutes 9,37 y-°/,, was im Ver- 
?sleich zum Normalen im Blute einer 28,3 °/,igen Erhéhung, in 
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Zur Gewinnung von Vergleichswerten bestimmte ich de 
Adrenalingehalt der Nebennieren von 8 normalen Ratten. 
diesen betrug der auf 1 g Nebennieren berechnete Adrenalingeha| 
im Mittel 1,877 mg. 


Die B,-avitaminotischen Tiere wurden in 4 Gruppen verteil 
Drei Tiere wurden 14 Tage nach Beginn der B,-freien Fitterun, 
verarbeitet und zeigten einen Adrenalingehalt, auf 1 g Neben. 


SO ee ats 








nieren berechnet, im Mittel von 2,922 mg, was im Vergleich zm —. . 


Normalen einer 35,7 °/,igen Erhéhung entspricht. Bei den 3 Tiere 
der folgenden Gruppe — 21 Tage B,-frei ernihrt — fanden sich 
noch héhere Adrenalinwerte: im Mittel 3,121 mg auf 1g Nebep. 
nieren berechnet, was einer 39,8 °/,igen Erhéhung gleichkommt 
Bei den Tieren der 3.Gruppe — 28 Tage B,-frei ernihrt — ergab 
sich in den Nebennieren ein Adrenalingehalt von im Mittel 1,263m 
welcher Wert aber schon einer 32,7 °/,igen Senkung entspricht, 
Endlich bei der letzten Gruppe betrug der auf 1 g Nebenniere 
berechnete Adrenalingehalt 0,901 mg, was im Vergleich zum Nor. 
malen eine 51,9 °/,ige Senkung bedeutet. 


Besprechung. 


Aus den Angaben der T'abellen geht hervor, daB im Anfangs- FB 


stadium (2 Wochen nach Beginn der B,-freien Fiitterung) sowoll Pw: 


bei den Tauben, wie auch bei den Ratten in den Nebenniera F 
eine geringe Anhaufung des Adrenalingehaltes festzustellen ist uni F 


parallel damit bei den Tauben im Blute eine miBige Verminderun Fy, 


stattfindet. Im Endstadium dagegen vermindert sich der Adre § 


nalingehalt der Nebennieren in betrichtlichem Mae und steigt . } 


bei Tauben gleichzeitig im Blute bedeutend an. 


Dieses an Beri-beri-Tieren beobachtete spiegelbildgemil: J 
Verhalten des Adrenalingehaltes der Nebennieren einesteils uni F 
des Blutes andernteils diirfte meines Erachtens mit der Funktio f 
der Schilddriise im Zusammenhang stehen, und zwar insbesonder F ™ 


im Endstadium des Krankheitsprozesses, wo infolge der B,-freieu 
Ernihrung eine Aktivierung der Schilddriise eintreten diirfte, wo- 


durch dann eine Ausschiittung des Adrenalins aus den Nebet F 
nieren zustande kommt. Ahnliche Verhiltnisse konnten nimlich F 
von Doby und Weisinger*’) auch in bezug auf das Vitamin ( F 
und den Adrenalingehalt der Nebennieren und des Blutes fest F 
gestellt werden. Meyer") fiihrt eine ganze Reihe Angaben ver F 7 
schiedener Autoren an, welche fiir das Zustandekommen eile! f ™ 
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ch den Me Hyperthy reose infolge des B,-Mangels sprechen. Aber auch spitere 
n. Be b ersuchsergebnisse von Drill’, Sure?!) Tasaka) undGeutzen 
ngeha (pnd Mohr?) lassen sich in diesem Sinne deuten. Allerdings 


eblen auch diesen Versuchsergebnissen widersprechende Angaben 
rerteil : Gn Schrifttum nicht (Schneider). 

"ante > Hn eigenartiges Verhalten zeigt der Adrenalingehalt sowohl 
' des Blutes, wie der der Nebennieren, der mit héheren Dosen 





y . 

yn a itamin B, behandelten Tauben. Bei den Tieren, die 5 Tage 
Tiered e. hindurch Vitamin B, erhielten, fiel der Adrenalingehalt der Neben- 
n sich Memucres 12 betrachtlichem MaBe, im Blute dagegen fand sich eine 
Rohan! 3 rhéhung. Wurde aber 10—15 Tage hindurch das Vitamin B, 
nina i erabreicht, 80 stieg eigentiimlicherweise der Adrenalingehalt in 
oul ' den Nebennieren wieder auf die normale Héhe und blieb trotz- 
63m _ [dem auch im Blute noch immer erhdht. Ich glaube annehmen 
leh : zu kiénnen, daB wir es hier mit einem gesteigerten Abbau des 


Vitamins B, zu tun haben, wie dies vor kurzem von v. Dri- 
galski’) an Menschen beobachtet wurde, die lingere Zeit hin- 
‘durch mit Vitamin B, belastet wurden. Nach 10—15 Tagen kann 
2 Salso, trotz der fortdauernden Verabreichung, nicht mehr die an- 
fangs erzielte Senkung des Adrenalingehaltes der Nebennieren 
| hervorgerufen werden, weil der B,-Gehalt des Organismus, infolge 
angs § des vermehrten Verbrauchs, nicht mehr die zur Ausiibung seiner 
ywoht ' Wirkung nétige Konzentration erreichen kann. 

wa: 4 Der Anstieg des Blutadrenalinwertes diirfte bei den 5 Tage 
; und . hindurch behandelten Tauben durch eine Ausschiittung aus den 
mis B Nebennieren zustande kommen. Dies kénnte gut mit dem bei 
rss 'Beginn der B,-freien Ernihrung eintretenden entgegengesetzten 
els: B Verhalten des Adrenalingehaltes der Nebennieren und des Blutes 
in Einklang gebracht werden. Man kénnte aber auch an eine 
niibe chutzwirkung des B,-Vitamins denken, wie dies von Abder- 
und halden’’) und Yamamoto?) von Vitamin C dem Adrenalin 
tion fF = gegentiber nachgewiesen werden konnte, welche dann auch noch 
dere f bei den liangere Zeit hindurch behandelten Tieren vorhanden wire. 


nierep 
» Nor. 

















elel 
WO: Zusammenfassung 
oR 
pen: 1. Bei B,-frei ernahrten Tauben ist zu Beginn in den Neben- 


lich @ Bieren eine geringe Anreicherung und im Blute eine miaBige 


nC ; Verringerung des Adrenalingehaltes festzustellen, im Endstadium 
est: . dagegen ist in den Nebennieren der Adrenalingehalt vermindert, 
rer : im Blute aber erhéht. Bei Beri-beri-kranken Ratten verhilt sich 
net f » der Adrenalingehalt der Nebennieren ebenso. 
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Sarfy, Uber d. EinfluB des Vitamin B, auf d. Adrenalingehalt usy, “a 


2. Bei gesteigerter Verabreichung von Vitamin B, tritt zuerg} 3 


in den Nebennieren eine Verminderung, im Blute eine Erhéhung 4 
des Adrenalingehaltes ein, spiter aber kehrt der Adrenalingehal > ~ 


in den Nebennieren auf den normalen Stand zuriick, wihrend ¢ 





im Blut erhéht bleibt. ' 
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bs Aus den Untersuchungen Westenbrinks!) geht hervor, daB 
“bei B,-avitaminotischen Ratten aus der per os verabreichten 
| Glykose das Glykogen in normaler Weise aufgebaut wird. Over- 
beek und Westen brink?) fanden in der Leber B,-avitaminotischer 
| Ratten herabgesetzte Glykogenwerte. Sure und Smith*), sowie 
Schroeder‘) stellten an Ratten bei Entzug des gesamten Vita- 
min B-Komplexes ebenfalls eine Abnahme des Leberglykogens 
fest; so fand Schroeder am 40. Tage nur mehr ?/, des normalen 
Wertes. Tonutti und Wallraff®) untersuchten bei auf Vitamin B,- 
‘freier Kost gehaltenen Miausen die Leber mit Hilfe der Best- 
‘Methode und bezeichneten sie als glykogenfrei. Schneider’) 
onnte in der Leber weiBer Ratten, denen das Vitamin B, aus 
der Nahrung entzogen wurde, trotz der auftretenden Gewichts- 
abnahme reichlich Glykogen (im Mittelwerte 3,46 °/,) nachweisen. 
Nach Porrazzo’) wird die Fahigkeit der Leber, Glykogen zu 
| »synthetisieren, nur bei akut ablaufender Avitaminose beeintrichtigt, 
| bei allmaéhlich auftretender Hypovitaminose aber nicht. Collazo 
und Bayo’) wiesen an Beri-beri-kranken Tauben eine Verminde- 
‘rung des Leberglykogens nach, wahrend Abderhalden und 
Wertheimer?) eine starke Anhaufung des Glykogens in der Leber 
erhielten. AuBer diesen Arbeiten enthilt die Literatur noch einige 
weitere Angaben iiber das Verhalten des Leberglykogens bei 


') Arch. néerld. Physiol. 18, 429 (1938). 
*) Ndld. Tschr. Geneesk. 1933, 596. 


*) Arch. int. Med. 49, 397 (1932). *) Z. exper. Med. 101, 373 (1937). 
a ’) Z. mikrosk.-anat. Forsch. 44, 532 (1938). 
a *) Klin. Wschr. 1938, 542. 


‘) Boll. Soe. ital. Biol. sper. 9, 796 (1934). 
. Rev. méd. Barcelona 18, 105 (1931). 
*) Pfliigers Arch. 230, 601 (1932). 
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B-avitaminotischen Tieren, die ebenfalls zum Teil Widerspriich: | 
aufweisen. Diese Angaben kommen jedoch fiir einen Vergleic 
kaum in Frage, da in der bei diesen Versuchen verabreichte | | 
Kost nicht nur das Vitamin B, fehlte, sondern auch noch ander 4 
Vitamine. 

Die Versuche, bei welchen der Kost Vitamin B, zugesetz |) 
wurde, ergaben aber im Gegensatz zu den obigen Versuchen iiber.} © 
einstimmende Ergebnisse, und zwar eine Zunahme des Glykogen.f 
gehaltes der Leber. Mima?®) erhielt bei Ratten auf im Uberschaf 
dargereichte Oryzanin-Lésung eine Erhéhung des Leberglykogens 
Labbé!}) konnte an Kaninchen auf Verfitterung von Vitamin 2 
eine erhéhte Glykogenspeicherung in der Leber beobachter 
Lajos?*) fihrte hungernden Ratten intraperitoneal Vitamin Bf |. 
und Glykose zu und erhielt daraufhin eine Zunahme des Leber} 
glykogens. Auch Watanabe’) fand eine miBige Zunahme de 
Glykogens bei Gaben von Vitamin B,. 


Den Ausgangspunkt meiner Untersuchungen bildete die auch} 
schon von anderen Autoren ausgesprochene Annahme, daB die 
bei B,-avitaminotischen Tieren gefundenen Ergebnisse iiber das 
Verhalten des Leberglykogens deshalb kein einheitliches Bild er. 
geben, weil die Untersuchungen der Leber in den verschiedensta 
Abschnitten der Avitaminose vorgenommen wurden. Meine Ver 
suchsreihe wurde daher so eingestellt, daB ich zu verschiedena 
Zeitpunkten der fortschreitenden Avitaminose die Bestimmuy 
des Leberglykogens der Ratten durchfiihren konnte. Zur Kontrol 
wurden dann Ratten verwendet, die auf derselben B, -freien Kost q 
gehalten wurden, das fehlende Vitamin B, aber durch Injektione > © 
ersetzt erhielten. . | 


7 


Methodik 


Zu den Versuchen wurden minnliche, weiBe Ratten im Gewichte va 
72—117 g verwendet, die auf der von Sherman und Spohn angegebenel F © 
Diat gehalten wurden. Als Vitamin B,-Priparat gelangte Vitaplex B, Chino F 7 
(rein krystallisiertes Vitamin B,) zur Anwendung”). 

10) Fol. endocrin. jap. 5, 17 (1929). 

11) C. r. Soc. Biol. 118, 152 (19383). 

12) Biochem. Z. 284, 279 (1936). 

18) Tohoku J. exper. Med. 35, 65 (1939). 

*) Fir die Uberlassung des bei diesen Versuchen angewendettl 
Vitamin-Priparates danke ich auch an dieser Stelle der Firma Chino — @ 
Ujpest in Ungarn. ie 
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Zusammensetzung der Sherman-Spohnschen Diat. Casein 18%, 
irke 68°/,, Butter 8°/,, Salzgemisch 4°/,, (verwendet wurde das Gemisch 
ach Me Collum-Simmonds) und Lebertran 2°/,. Casein und Stirke wurden 
urch Extrahieren Vitamin B,-frei gemacht. Das Extrahieren des Caseins 
folgte nach der Vorschrift von Sure"), und zwar wurden 500 g des im 
Handel erhiltlichen Caseins (Caseinum technicum) unter Zusetzen von 8 ccm 


gesetzi Fisessig, 1 cem Chloroform und 1cem ‘Toluol in 5 Liter Leitungswasser 


» tiber. | ; ; 
" jonsfliissigkeit und wiederholtem Umriihren 14 Tage hindurch fort, wobei 


spendiert. Dieses Verfahren setzte ich unter 6fterem Wechsel der Suspen- 


ber in den letzten 3 Tagen an Stelle des Leitungswassers destilliertes 
Jasser trat. Dann wurde das Casein mit der Nutsche abgesaugt, bei 100° 


ur Deckung des Vitamin B,-Bedarfes) unter Zusetzen von Wasser zu einem 
Brei verriihbrt. Zur Herstellung der autoklavierten Hefe verwendete ich 
Bierhefe, die zuerst bei 67° getrocknet, dann in destilliertem Wasser ge- 
6st und 12 Stunden lang bei 120° autoklaviert wurde. 

Die dargebotene Nahrung wurde nicht eingeschriinkt, sondern die 
iere konnten nach Belieben davon fressen. Vor der Glykogenbestimmung 
ungerten die Tiere 12 Stunden lang, erhielten dann mit der Magensonde 
uf je 100 g Kérpergewicht 1 g Livulose in 50°/,iger Lésung eingefiihrt, 
vurden schlieBlich nach weiterem 7 stiindigen Hungern dekapitiert und 
dglichst gut ausgeblutet. Die Leber wurde herauspripariert, zerkleinert 
nd in die vorbereitete, siedende, 60 °/,ige Kalilauge gebracht. Die Glykogen- 
estimmung erfolgte nach dem Pfliigerschen Prinzip"). 


Versuche 


I. Glykogengehalt der Leber bei B,-avitaminotischen Ratten 
(Tab. I) 


Zu dieser Versuchsreihe wurden 32 Ratten verwendet, die 


bei B,-freier Kost gehalten wurden. Die Tiere zeigten in der 


ersten Zeit eine bedeutende Gewichtszunahme, die ihr Maximum 
ngefihr am Ende der 2. Woche erreichte; dann aber trat ein 
Ilmihliches Absinken des Kérpergewichtes ein und die meisten 


‘Tiere erreichten am Ende der 3. Woche wieder annahernd ihr 


Ausgangsgewicht. Von diesem Zeitpunkte an verschlechterte sich 


‘) Proc. Soe. exper. Biol. a. Med. (Am.) 30, 779 (1938). 
**) Vilma Sz. Hermann, Diese Z. 281, 78 (1988). 
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Tabelle I 
Glykogengehalt der Leber bei B,-avitaminotischen Ratten 








ete 


























Veuutieeiibadiie Nr. | Gewicht des Tieresin g] Glykogengehalt 
der B,-freien Kost a - | - =<. 
; Tieres des Versuches in 
2 Wochen hindurch 1 78 | 92 3,75 
2 90 100 2,35 
3 97 | 110 5,45 
4 103 | 117 2,84 
5 107 i? 4. 8,59 
| im Mittel 3,59 [7 
3 Wochen hindurch 6 72 13 5,10 
7 s i % 4,63 
8 82 | 97 4,82 
9 95 92 3,21 
10 108 108 7,10 Ee 
im Mittel 4,97 [7 ¢ 
4 Wochen hindurch*) 11 15 70 2.48 fa 
12 92 | 86 4,64 
13 100 | 90 1,97 
14 102 | 80 8,94 
15 110 | 100 4,17 
16 112 | 82 1,11 
17 117 | 107 — 2,76 ae 
| im Mittel 3,01 — 
5 Wochen hindurch| 18 73 26| 68 2,65 § 
19 84 771 4,13 
20 84 | 58 0,93 Fe wy 
21 98 75 3,96 ie 
| ———_.__——"__. Ba vo 
im Mitte] 2,92 fi 
| B he 
6 Wochen hindurch 22 90 62 047 Fe h 
23 90 | 83 3,31 fia 1 
24 93 | 65 0,51 F ne 
25 93 | 17 395 Fe 
26 105 | 86 1,96 
27 107 =| ~— 80 3,39 il 
28 Rb TR Be a ee , 
| im Mittel 2,12 



















*) Beginn der Beri-beri-Symptome 


——- 
rN 


der allgemeine Zustand der Ratten sehr stark, sie waren in det 
4. Woche schon ataktisch, in der 5.—6. Woche hielten sie ihre 
Beine steif weggestreckt, ihr Pelz wurde struppig und der Riicken 
nach oben gekriimmt; einige zeigten bei kriftigeren Reizev, 
z. B. AnstoBen, auch ausgesprochene Reitbahn- und Rollbewegunge2. 
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im ibrigen traten alle Symptome der von Hofmeister be- 
schriebenen 4 Stadien der Rattenberiberi auf. Von den 32 zu 
‘den Versuchen eingestellten Ratten wurden 28 aufgearbeitet, die 
74 restlichen waren in der Zwischenzeit eingegangen. Interessant 
war die Tatsache, daB sich der Zustand der Ratten nach der der 
"+ Glykogenbestimmung vorangehenden Belastung mit Liavulose in 


Thohem AusmaBe verschlechterte. Die Glykogenbestimmungen 


5 | swurden von der 2. Woche an bis zum Ende der 6. in Abstaénden 














; von je einer Woche durchgefiihrt. Der Glykogengehalt der Leber 
‘der 5 am Ende der 2. Woche aufgearbeiteten Ratten betrug im 
Mittelwert 3,59 °/,, ein Wert, der annibernd mit dem Glykogen- 
9 f ‘oehalte der Leber von mit Kiichenabfillen gefiitterten Ratten 
. einstimmt und der nach meinen Bestimmungen 3,73 °/, betrug. 
Die Leber der am Ende der 3. Woche getéteten 5 Ratten zeigte 





Jeinen Glykogengehalt von 4,97°/, im Durchschnitt, im Vergleich 
+z den Tieren der 1. Gruppe also eine 38°/,ige Erhéhung. Von 


'?der 4. Woche an sank dann der Glykogengehalt der Leber all- 
'}mihlich ab; er betrug am Ende der 4. Woche an 7 Tieren im 
|) Mittelwert 3,01°/,, am Ende der 5. Woche an 4 Tieren 2,92 °/, 
/>und am Ende der 6. Woche an 7 Tieren untersucht 2,12 °/, im 
| Mittelwert. Die an den einzelnen Tieren gefundenen Werte zeigten 
| besonders bei den 3 letzten Gruppen starke individuelle Schwan- 
> kungen, doch muB festgehalten werden, daB bei diesen 3 letzten 
© Grappen auch Werte von unter 2”/, auftraten, wibrend solche 
| bei den beiden ersten Gruppen an keinem einzigen Tiere gefunden 
/ wurden. Die 3 Glykogenwerte, die unter 1 °/, ‘blieben, stammten 
von solchen Ratten, die sich schon im Terminalstadium befanden, 


_ bewegungslos auf der Seite lagen, zyanotisch waren und, wie aus 


5 B aiveds Allgemeinbefinden geachlosgen werden konnte, héchstens 
E /noch 1—2 Stunden weiter gelebt hiatten. 


. Glykogengehalt der Leber nach Verabreichung von Vitamin B, 


bei B,-freier Kost (Tab. II und III) 


: Die in dieser Versuchsreihe verwendeten Ratten, die als 








+ Kontrolle dienen sollten, wurden in 2 Gruppen eingeteilt. In der 


+1. Gruppe erhielten 9 Tiere tiglich 5 y Vitamin B, in 0,1 com 


) destilliertem Wasser gelést unter die Bauchhaut injiziert, was 


a ungefahr der Tagesdosis entspricht, in der 2. Gruppe, ebenfalls 
E| 9 Tiere, tiglich 1 mg in 0,1 ccm gelist; bei diesen Ratten wurde 
| also Hypervitaminose hervorgerufen. Die Kost, die die Kontrolltiere 
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Tabelle II 


Glykogengehalt der Leber nach Verabreichung von Vitamin B, 
bei B,-freier Kost 








Taglich subcutan 
5 y B, 


10 Tage hindurch 





20 Tage hindurch 


40 Tage hindurch 


Nr. 
des 
Tieres 


1 
2 
3 


Oo Mel 








zu BKeginn 





Gewicht des Tieres in g 


am Ende — 


des Versuches 


93 
98 
98 


87 
95 


108 


86 
105 
112 


118 
99 
106 


112 
102 
117 


121 
160 
122 


Tabelle III 


Glykogengehalt der Leber nach Verabreichung von Vitamin B, 
bei B,-freier Kost 





ny 


Glykogengehalt 


der Leber 
in %, 
4,60 
2.34 
9,07 


im Mittel 4,00 


& 
e 


— CO 


9 
. 
( 
9 


Co co bo 


5 
im Mittel 3,10 


6,98 
7,50 
6,22 


im Mittel 6.90 








Taglich subcutan 
i mg B, 


Gewicht des Tieres in g 








10 Tage hindurch 


20 Tage hindurch 


40 Tage hindurch 


Oo Oe 


© ®D 1 








am Ende 


Glykogengehalt 
der Leber 


in %, 








112 
“117 
118 


127 
143 
134 


157 
132 
150 


5,81 
5,08 
4,27 
im Mittel 5,04 
5,13 
3,41 
2,02 
im Mittel 3,52 


2,18 
5,48 


4,53 





im Mittel 4,05 


erhielten, war genau dieselbe wie die, auf welcher die Ber- 
beriratten der 1. Versuchsreihe lebten. Vergleichen wir nun das 


Pe eae, a Oe eR Eee aah eee - ‘> ee ise n aww 
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" Korpergewicht der Kontrolltiere zu Beginn und am Ende der 
b Versuche, so sehen wir, daB ausnahmslos alle 18 Ratten zuge- 
- nommen hatten. Wahrend der ganzen Versuchsdauer war auber- 
"dem keine einzige Ratte eingegangen. Diese beiden Umstiinde 
' beweisen also, daB aus der den Tieren verabreichten, avitami- 
f notischen Kost tatsichlich nur das Vitamin B, fehlte, da sie auf 
' Zusatz dieses Vitamins wieder vollwertig wurde. 

2 Die Glykogenbestimmungen wurden an je 3 Ratten nach 
10, 20, baw. 40 tagiger Behandlung durchgefiihrt. Bei den Tieren 
| der 1. Gruppe, die tiglich 5 7 Vitamin B, erhielten, betrug der 
' Glykogengehalt der Leber nach 10 Tagen im Mittelwert 4,00 °/,, 
' nach 20 Tagen 3,10°/, und nach 40 Tagen 6,90°/,, bei denen 
| der 2. Gruppe (Verabreichung von tiglich 1 mg Vitamin B,) nach 
- 10 Tagen 5,04°/,, nach 20 Tagen 3,52°/, und nach 40 Tagen 4,05°/,. 


Besprechung der Ergebnisse 


Aus den Versuchen geht hervor, daB bei weiBen Ratten der 
| Glykogengehalt der Leber nach Entzug des Vitamin B, in der 
ersten Periode anwachst, dann aber allmihlich absinkt, was auch 
| trotz der groBen individuellen Schwankungen des Glykogengehaltes 
| in der 2. Periode klar hervorgeht. Es ist auffallend, daB bei 
' manchen Ratten der Glykogengehalt der Leber auch in den fort- 
' geschrittenen Stadien des Beriberi nicht absinkt. Vergleichen wir 
/ nun den Glykogengehalt der Leber B,-avitaminotischer Ratten 
| mit dem der Ratten, die Vitamin B, subcutan erhielten, so finden 
| wir gerade entgegengesetzte Werte. Bei den mit Vitamin B, be- 
_ handelten Tieren sinkt nimlich der Glykogengehalt nach einem 
| hdheren Werte zu Beginn der Versuche ab und steigt dann wieder 
_ an. Dieser Anstieg ist besonders gut bei den Tieren ausgeprigt, 
| die taglich 5 y Vitamin B, erhielten (alle 3 Werte liegen iiber 6 °/,). 
| Die am 20, Tage gefundenen minimalen Werte fallen in der Zeit 
' mit dem bei den avitaminotischen Ratten am 21. Tage erhaltenen 
| Maximum zusammen. 

a Bei den B,-avitaminotischen Ratten sehen wir also gegen 
| Ende der Versuche Mittelwerte des Glykogengehaltes der Leber 
| auftreten, die unter den Normalwerten liegen. Diese Mittelwerte 
oF resuitionsn aber, wie aus Tab. I hervorgeht, aus verhialtnismaBig 
hohen Werten, die durch vereinzelt auftretende, abnorm niedere 
Werte herabgedriickt werden. Wir miissen also annehmen, daB der 
“lykogengehalt der Leber unter dem Einflu8 des Vitamin B, -Mangels 
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nach einem anfanglichen Anstieg wieder annahernd auf den nor. 
malen Wert zuriickkehrt. Die in einigen Fallen beobachteten, 
iuBerst niedrigen Werte diirften aber aller Wahrscheinlichkeit 
nach der mit der fortschreitenden Avitaminose zunehmendey 
Appetitlosigkeit zuzuschreiben sein und kénnten daher als eine 
im Terminalstadium auftretende Inanitionserscheinung aufgefafit 
werden. Es ist aber auch die Annahme nicht von der Hand z 
weisen, daB in den letzten Stadien der Beriberi-Erkrankung dic 
Funktion der Thyreoidea gesteigert wird, wie dies auch schon von 
einigen Autoren angenommen wurde. 


Zusammenfassung 


Bei B,-frei ernaihrten, wei8en Ratten steigt der Glykogen- 
eehalt der Leber in der ersten Zeit an, um dann wieder auf den 
Normalwert zuriickzukehren und erst im Terminalstadium sehr 


- stark abzusinken. 













P USW. 


PN nor- 
shteten, 
lichkeit 
mender 
Is eine 
foefabt 
and ZU 
ing die 
On Von 


‘kogen- 
uf den 


n sehr 





Uber stickstoffhaltige Bestandteile der Jackbohne 


Von 


D. Ackermann und W. Appel 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Oktober 1939) 


Nachdem der eine von uns?) zum Zwecke der pharmakologi- 
schen Priifung das von Kitagawa und Tomiyama?) aus der 


| Jackbohne (Canavalia ensiformis) zuerst gewonnene Canavanin 
sich dargestellt hatte, haben wir das wertvolle pflanzliche Aus- 
' gangsmaterial dazu benutzt, um noch nach weiteren stickstofi- 
‘haltigen Extraktivstoffen in der Jackbohne zu suchen. 


Kitagawa und Tomiyama gaben schon das Vorhandensein 
kleiner Mengen freien Arginins an, was wir durch Reindarstellung 
und Analyse des Flavianates bestatigen konnten. Ks handelt sich 
um d-Arginin. Ferner fanden wir auch hier das in Tier- und 
Ptlanzenwelt so weit verbreitete Cholin, hingegen fehlte das 
Glykokollbetain, wihrend es uns gelang, zwei andere Betaine, 
nimlich das Trigonellin und das Betonicin zu isolieren. Das 
Trigonellin ist ja weit verbreitet in der Ptlanzenwelt, wihrend 
das von K. Schulze und G. Trier*) zuerst beschriebene betonicin 
bisher nur in Betonica officinalis und Stachys silvatica festge- 
stellt wurde. Was das Vorkommen von Trigonellin und das Fehlen 
von Glykokollbetain in der Jackbohne angeht, so deckt sich dies 
mit dem Hinweis von E. Schulze‘), daf er bei seinen Unter- 
suchungen der verschiedenen Pflanzen immer nur das eine dieser 
beiden Betaine, nie aber beide gleichzeitig beobachten konnte. 


Neben Canavanin haben wir in der Jackbohne auch eine kleine 
Menge Desaminocanavanin ermittelt. Da aber nach Kitagaw: 


und Tsukamoto) Canavanin in wiBriger Lésung schon bei 
uiederer Temperatur langsam in Desaminocanavanin unter NH,-Ab- 
Spalting tibergeht, ist es zweifelhaft, ob sich das Desaminocana- 
Yatin yorgebildet in den Samen findet. Wir isolierten iibrigens 


-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 262 5 
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das Desaminocanavanin als salpetersaures Salz, wobei wir (est. 
stellten, daB 2 Mol Base sich mit einem Mol Salpetersiiure yer. 
einigt hatten, also ein Halbnitrat vorlag. 

AuBer diesen in der Pflanzenwelt und z. T. in der Tier 
schon bekannten Kérpern konnten wir zwei bisher nicht in de 
belebten Natur beobachteten Substanzen feststellen, die wir als 
Canein — O©,,H,,0O,N, — und als Kitagin — C©,H,O,\ — 


: 4-3 
bezeichnen. 


Experimenteller Teil 


20 kg Samen von Canavalia ensiformis*) wurden zermahley 
und nach Entfettung durch Benzol mit 50°/, Alkohol dreimal in 
der Siedehitze extrahiert. Die Fliissigkeit von ungefaihr 120 Litem 
wurde im Vakuum vom Alkohol befreit und auf etwa 15 Lite 
gebracht. Zu der schwach phosphorsauren Fliissigkeit gaben wir 
570 com 40°/,ige Tanninlésung und beseitigten aus dem Filtrat 
des entstandenen Niederschlages das ‘annin mit Baryt und nacb- 
folgender Behandlung mit Bleioxyd bei Gegenwart von Schwetel- 
siure. Die schwach schwefelsaure Fliissigkeit wurde nach dem 
Einengen mit 8 Litern 40°/,iger Flaviansiure gefallt und der 
massenhafte Niederschlag am anderen Tage abgesaugt. Er eut- 
hielt den gréBten Teil des Canavanins vermischt mit etwas Arginin. 
Durch mehrfaches Umkrystallisieren lieB sich das wesentlicl 
schwerer lésliche Argininflavianat abtrennen und schlieBlich rew 
gewinnen. 

5,319 mg Subst.: 7,650 mg CO,, 2,00 mg H,O. 

C,H,,0.N,-C,,H,N.SO, Ber. © 39,82 H 4,13 
Gef. ,, 39,32 » 4,21 
Nach Beseitigung der Flaviansiure gab die stark alkalische Lisung 
eine intensive Reaktion nach Sakaguchi und drehte die Ebeu 
des polarisierten Lichtes nach rechts. Es lieB sich das charakte- 
ristische Kupfernitratsalz gewinnen. 

Nachdem wir auf diese Weise das in so groBber Menge vor 
handene Canavanin neben Arginin im wesentlichen schon beseitig' 
hatten, fiihrten wir die Flavianatmutterlauge in bekannter Weis? 
in eine Lésung der freien Basen iiber und fillten bei Gegenwar' 
von 5°/, Schwefelsiure mit Phosphorwolframsiure. Die nacl Ler 
setzung des Niederschlages gewonnene Basenlésung wurde nati 


*) Wir verdanken das wertvolle Material dem Colonialwirtschaftiich® 


Comitée und der Deutsch-Ostafrikanischen Gesellschaft. 
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jen Kinengen mit tiberschiissigem Kupfercarbonat gekocht. Der 
\iederschlag wurde mit kaltem Wasser gewaschen, in verdiinnter 
Schwefelsiure gelést und mit H,S vom Kupfer befreit. Nach ge- 
nauer Beseitigung der Schwefelsiure schieden sich in der im 
Vakuum eingeengten Loésung 0,85 g weibe weiche Krystalle ab, 
die nach dem Umkrystallisieren feine, sich miteinander verfilzende 
olinzende Nadeln bildeten (Fig. 1). Schmelzpunkt bei 188—189° 
unter Briiunung. Bei 18,5° lésen sich 0,6 g in 100 Teilen Wasser 
mit schwach lakmussaurer Reaktion. Auch in Alkohol ist die 
Substanz, wenn auch nicht besonders leicht, léslich. Die Lésung 





Fig. 1. Canein. Vergro8erung 1: 145 Fig. 2. Kitagin. Vergr6B8erung 1: 145 


ist optisch inaktiv, gibt eine intensive Ninhydrinprobe, fallt mit 
HgNO,),, waBrigem HgCl,, HgSO, (Hopkins), wobei der Nieder- 
schlag sich im UberschuB des Fillungsmittels wieder auflist, mit 
wibriger Pikrinsiure und mit wiBriger Pikrolonsiiure. Mit Flavian- 
sure entsteht eine im UberschuB leicht lésliche, dlige Fillung, 
die spiter krystallin wird. Mit Reinecke-Salz keine Fiallung. 
Mit Phosphorwolframsiure eine Fallung, die sich sowohl in der 
Hitze wie in einem Uberschu8 des Fillungsmittels wieder auflést. 
Permanganatlésung wird in der Kilte nicht entfarbt. In diinner 
Kisenchloridlésung fiirben sich die Krystalle rotbraun. Die Harn- 
sto!'probe mit Dimethylaminobenzaldehyd, die Hopkinsche Indol- 


probe, die Xanthoproteinprobe und die Millonprobe fallen negativ 
aus. Kupferacetat erzeugt eine reichliche sehr hellblaue Fiallung. 
ir die als Canein bezeichnete Substanz ergab sich die Formel 
1,,0,N,. Mit salpetriger Siure wird nach van Slyke das eine 


orhandenen N-Atome abgespalten. Kine N-Methylbestimmung 
g* 
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war negativ. Beim Schiitteln mit Palladiummohr und Wasserstof 
wird weder Wasserstoft angelagert noch Ammoniak abgespaiey, 
Beim trocknen Erhitzen tomatenartiger Geruch, iihnlich wie. }e; 
Leucin. 

5,239, 4,847 mg Subst.: 11,320, 10,515 mg CO,, 4,480, 4,260 mg H,0. 
6,280, 8,288, 5,138, 5,860, 6,180 mg Subst.: 0,653 (19,5°, 743 mm), 0.895 
19,7°, 744 mm), 0,524 (16,5°, 744 mm), 0,592 (17°, 744,5 mm), 0,688 
746 mm) eem Ng. 

C,2H., ON; Ber. © 58,97 H 9.90 N 11,47 

Gef. ,, 58,93 5» 9,97 » 11,86, 11,36, 11,7: 
59,17 » 9,83 » 11,65, 11,83. 


9? ” 
8,965, 3,965 mg Subst.: 0,2175 (23°, 748 mm), 0,206 (23,5°, 743 mn 
ecm N, (van Slyke). 
Fiir 1 N Ber. N 5,73 Gef. N 6,23, 5,85. 


Durch Fillung mit wiBriger Pikrinsiiure lieBen sich weiche helligellye 
Nadeln des Pikrates gewinnen. 

5,289 mg Subst.: 8,950 mg CO,, 2,730 mg H,O. — 5,410 mg Subst.: 
0,694 eem N, (17,5°, 751 mm). 


C,.H,40,N,_°C,H,0,N, Ber. © 45,65 H 5,75 N 14,80 
Get. ,, 46,15 » 9,18 » 24,80. 


Das Pikrat schmilzt bei 120—121° unter Briunung. Mit 
der weiteren Ermittlung der Konstitution sind wir beschii(tizt. 

Der nicht als Kupfersalz niederzuschlagende Hauptteil de: 
Basen wurde nach Beseitigung des Kupfers mit H,S aus seine! 
Lésung, die curcumaalkalisch reagierte, mit Silbernitrat ohn 
Barytzusatz gefillt, was etwa einer Histidinfraktion entsprichit. 
Den Niederschlag befreiten wir mit H,S vom Silber und teilten 
ihn auf in eine mit wibrigem HgSO, + H,SO, (Hopkins) fill- 
bare Fraktion, in eine zweite, die erst mit diesem Fallungsmitte! 
bei Gegenwart von Alkohol tiel und eine dritte, die auch unte! 
diesen letzten Bedingungen nicht niederzuschlagen war. 

Die Untersuchung der beiden durch HgSO, erzeugten Nieder- 
schlige fiihrte bisher nicht zu eindeutigen Resultaten. In dem 
mit HgSO, auch bei Gegenwart von Alkohol nicht fillbaren An- 
teil war nach Beiseitigung des Alkohols und des Quecksilbers 
in der Lésung der Basen noch Salpetersiure zugegen, die vou 
der Zersetzung der Histidintraktion stammte. Nach dem Einenge! 
erscheinen 520 mg eines krystallinen Kérpers, der die Saka- 
guchische Probe und nach liingerem Warten auch die Rottar- 
bung mit durch Licht zersetzter Nitroprussidlésung gab, mi 
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Kupteracetat in der Hitze einen hellblauen Niederschlag lieferte 
and auch nach 5 maligem Umkrystallisieren kongosauer reagierte. 
fs handelte sich um das bisher noch nicht beschriebene Halb- 
nitrat des Desaminocanavanins. Die Nitronprobe auf Sal- 
petersiiure ist stark positiv. 

5,016 mg Subst.: 5,810 mg CO,, 2,210 mg H,O. — 5,730, 5,470, 5,700 mg 
Subst.: 1,801 (20°, 746 mm), 1,237 (19°, 746 mm), 1,282 (19,5°, 746 mm) 


C.H,O,Ns)g; HNO, Ber. C 31,48 H 5,02 N 25,73 
Gef. ,, 31,59 ,, 4,93 ,, 25,98, 25,93, 25,76. 

Die Substanz schmolz bei 215.5” unter Briunung. 

Aus diesem Halbnitrat lieB sich freies Desaminocanavanin 
durch Fallen der Lésung mit Kupferacetat in der Hitze und an- 
schlieBender Beseitigung des Kupfers mit H,S gewinnen. 

4,057 mg Subst.: 5,555 mg CO,, 2,060 mg H,O. 


C,;H,O,N, Ber. C 37,73 H 5,66 Gef. C 37,34 H 5,68. 


Die Substanz schmolz bei 251° unter Zersetzung. 

Die Mutterlauge des Desaminocanayaninhalbnitrates gab beim 
Killen mit Goldchloridchlorwasserstoffsiure in salzsaurer Lésung 
ein Goldsalz, das sich nach mehrfachem Umkrystallisieren aus 
Salzsiure als Trigonellinchloraurat erwies. Beim Gliihen 
trat deutlicher Pyridingeruch auf. 

1.796 mg Subst.: 3,105 mg CO,, 0,750 mg H,O. 4,875 mg Subst.: 
2,027 ng Au. — 5,900 mg Subst.: 0,182 cem N, (21,5°, 748 mm). 

C,H.O,N-(HAuCl,) Ber. C 17,6 H 1,7 N 2,9 Au 41,3 
Gef. ,, 17,66 » ie »» 3,08 », 41,58. 

Die Substanz schmolz bei 198° unter Zersetzung. 

Nach Umkrystallisieren mit Wasser erschien der Goldwert 
des irreguliren Trigonellinchloraurates. 

6,520 mg Subst.: 2,470 mg Au. 

(C,H,O,N),-(HAuCl,), Ber. Au 37,73 Gef. Au 37,88. 


in der Argininfraktion fanden sich noch geringe Mengen 
\rginin und Desaminocanavanin. 

Die freien Basen der Lysinfraktion wurden bei Gegenwart 

\mmoniak mit Reineckesalz gefillt. Der Niederschlag lieferte 
tach Beseitigung der Reineckesiure mit Silberoxyd 11,83 g eines 
ates, das sich nach Umkrystallisieren als Cholinpikrat erwies. 
300 mg Subst.: 0,872 cem N, (21°, 746,5 mm). 
C,,H,,O.N, Ber. N 16,90 Gef. N 17,15. 
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Die Substanz schmolz bei 247—248° unter Zersetzune. 


Nach Beseitigung der Pikrinsiure lieB sich das typische 


Cholinchloraurat gewinnen, das bei 243° schmolz. 


5,478 mg Subst.: 2,740 mg CO,, 1,570 mg H,O. — 8,310 mg S 
0,255 cem Ny, (20,2°, 748 mm). — 6,238 mg Subst.: 2,778 mg Au. 
C,H,,ON-(HAuCl,) Ber. C 13,54 H 3,81 N 3,17 Au 44, 
Gef. ,, 13,64 »» 8,81 » 98,52 5» 44, 
Das Filtrat des ammoniakalischen Reineckatsalzes wurde 


entsprechend dem Vorgehen von Strack und Schwanebery 
mit Schwefelsiure angesiiuert, worauf ein neuer Niederschlag eut- 
stand, der nach Beseitigung der Reineckesiiure in eine Lisung 
der Chloride verwandelt wurde. Diese enthielt neben etwas Trigo- 
nellin das Betonicin, das in einer Menge von 4,20 ¢ seines 
Chlorides gewonnen wurde. Es gibt entsprechend seinem Pyrrol- 
kern eine intensive Fichtenspanprobe. Die Lésung des Chlorides 
reagiert wie die eines Betains kongosauer und hat die spezitische 
Drehung [@}?— 24,1°, wihrend Kiing und Trier’) [@]'*— 24,79" 
angeben. 

4,431 mg Subst.: 6,970 mg CO,, 2,870 mg H,O. — 6,986 mg Subst. 
0,422 eem N, (18,5°, 752 mm). 


C,H,,0,N-HCl Ber. C 42,95 Hi N 7,16 


* 
(,21 
Gef. ,, 42,90 99 €,25 » See. 


Das aus dem Chlorid gewonnene Betonicinchloraura' 
gab die folgenden Werte. 

5,364 mg Subst.: 3,325 mg CO,, 1,450 mg H,O. — 7,670 mg Subst. 
0,220 eem N, (18,1°, 740 mm. — 9,390 mg Subst.: 3,685 mg Au. — 5,120 mg 
Subst.: 4,615 mg AgJ. 

C,H,,0,N-HAuCl, 
Ber. C 16,83 H 2,83 N 2,81 Au 39,53 N-Meth. 6,02 
7 


Gef. ,, 16,91 »» 3,02 » 7% 


” 39,24 ” Dit. 


Nach dem isomeren rechtsdrehenden Turicin wurde verge)- 
lich gesucht. 

Das Filtrat des sauren Reineckatsalzes wurde in einen Siru) 
der freien Basen verwandelt. Beim Ansiiuern desselben mit kon- 
zentrierter Salzsiiure bildete sich ein Krystallbrei, der abgesaust 
wurde. Der Niederschlag von 1,49 g spaltete bei mehrfachem 
Umkrystallisieren aus Wasser die Salzsiiure vollig ab und lielerte 
lange lockere Nadeln (Fig. 2) eines in Wasser schwer loslichen 
Koérpers der Formel C,H,O,N, den wir Kitagin benennet. 
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Die Substanz lést sich zu 0,55 g in 100 ccm H,O bei 20,5°. Die 
Lisung reagiert kongosauer und dreht die Ebene des polarisierten 
Lichtes nicht. Auch in Alkohol ist die Substanz léslich, nicht 
aber in Ather. Die Ninhydrinprobe ist negativ, ebenso die Jaffé- 
Probe und die Probe von Kulikow auf Pyridinderivate. Beim 
Gliihen tritt kein Pyridingeruch auf. Alkalische Kupferhydroxyd- 
ljsung wird nicht reduziert, Permanganatlésung in der Kilte nicht 
entfiirbt, Kupfercarbonat in der Hitze nicht gelést; Kupferacetat 
sibt auch in der Hitze keine Fiallung. Mit diinner Eisenchlorid- 
lisune erhilt man in der Hitze eine rote Farbung. Die Millon- 
sche- und die Xanthoproteinprobe fallen negativ aus. Es libt 
sich ein leicht lésliches Goldsalz gewinnen, das aber trotz An- 
wesenheit von starker Salzsiure zur Abscheidung von metallischem 
Gold neigt. Mit salpetriger Siure laBt sich nach van Slyke 
Stickstoff nicht abspalten. Die Substanz verliert bei 100° im 
Hochvakuum 1 Molekiil Krystallwasser. 

9,310 mg lufttrockne Subst.: 0,990 mg H,O-C,H,O,N + H,0. 

Ber. H,O 10,53 Gef. H,O 10,63. 

5,407 mg krystallwasserfreie Subst.: 10,890 mg CO,, 2,260 mg H,O. — 
6,640, 5,935 mg Subst.: 0,550 (22°, 744 mm), 0,500 (23°, 743 mm). 
C,H,O,N Ber. C 54,88 H 4,61 N 9,15 

Gef. ,, 54,93 », 4,68 » 9,38 9,49. 


Die Substanz schmilzt bei 240—242° unter leichter Briunung. 


Wir halten es fiir wahrscheinlich, daB es sich bei diesem 
Kérper um eine O-Hydroxylamino-benzoesiure handelt. Hierfir 
spricht, abgesehen von der summarischen Formel, das Fehlen der 
optischen Aktivitit, der Ninhydrinprobe, der Millonprobe und die 
Nichtabspaltbarkeit des Stickstoffes mit salpetriger Saéure. Das 
Fehlen der Xanthoproteinreaktion darf gleichfalls nicht tiberraschen, 
da wir diese auch bei der Benzoesiure vermiBten. Auch die stark 
saure Reaktion des Kérpers wiirde verstandlich sein. 

Vor allem spricht die rétliche Farbung mit Eisenchlorid in 
der Hitze hierfiir, die Kitagawa’) als charakteristisch fir die 
beiden O-Hydroxylaminoverbindungen Canavanin und Canalin 
erkannte. 

\itagawa und Monobe’®) gelang die Abspaltung von Ammo- 
nial aus dem Canalin durch Hydrierung mit Wasserstoft bei Gegen- 
wart von Platinschwarz. Wir haben dies auch beim Kitagin 
ach versucht, indessen vergeblich; wir halten aber trotzdem 
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noch an der Annahme einer O-Hydroxylamino-benzoesiure {ey 
da man sich vorstellen kann, dafi die Nachbarschaft des Benz). 
kernes hier die Hydrierung verhindert. Den Beweis hierfiiy yf 
die endgiiltige Ermittlung der Konstitution miissen wir verschiehey, § 


da wir genétigt sind, die Arbeit vorzeitig abzuschlieBen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschatt sind wir fiir di 
Bereitstellung der Mittel zur Durchfiihrung dieser Arbeit 


groBem Dank verpflichtet. 
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(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Oktober 1939) 


Die optisch natiirlichen Formen der Aminosiuren Histidin, 
{yrosin und Dioxy-phenylalanin (Dopa) kénnen, wie wir in mehreren 
A\rbeiten?) gezeigt haben, durch tierisches Gewebe zu den ent- 
sprechenden Aminen decarboxyliert werden. Die decarboxylierenden 
Kermente finden sich in Niere und Leber fast aller untersuchten 
Tierarten, so z. B. bei Meerschweinchen, Kaninchen, Schwein, 
Hammel, Ziege und Huhn. Beim Meerschweinchen enthalt auch 
der Diinndarm das auf Histidin bzw. Dioxy-phenylalanin eingestellte 
Ferment?). Im Darm aller anderen Tierarten fehlt es. 

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Frage, ob es 
eine einheitliche Aminosiure-decarboxylase gibt, die 3 Aminosiuren 
also durch ein und dasselbe Ferment abgebaut werden, oder ob 
ede Aminosiiure ihre eigene Decarboxylase besitzt. Um eine 
Kntscheidung dieser Frage zu erméglichen, haben wir Vergleichs- 
versuche gemacht iiber das Verhiltnis der Wirksamkeit, welche 
die Organe verschiedener Tierarten den 3 Aminosaiuren gegeniiber 
besitzen, ferner Versuche, durch selektive Adsorption das Vorliegen 
mehrerer Fermente nachzuweisen, und schlieBlich sogenannte 
\onkurrenzversuche (competition experiments). 

Schon aus der friiher gemachten Beobachtung, daB die aus 
den Aminosiuren gebildeten Aminmengen gréSenordnungsmibig 
voueinander verschieden sind, geht eine gewisse Substratspezifitat 
der Decarboxylasen hervor. Wurden z. B. von einem Organextrakt 


Holtz u. Heise, Arch. f. exper. Path. 186, 377 (1937); Holtz u. 
Janiseh, Ebenda, 186, 684 (1937); Holtz, Klin. Wschr. 1937, 1561; Diese Z. 
29), 226 (1938); Holtz, Heise u. Liidtke, Arch. f. exper. Path. 191, 87 (1938). 

Holtz, Reinhold u. Credner, Diese Z. 261, 278 (1939); Arch. f. 
| Path. 193. 688 (1939). 
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aus Histidin 200—300 y Histamin gebildet, so entstanden ite 


entsprechenden Bedingungen aus ‘l'yrosin 2mg Tyramin uni 4 
DVopa mehr als 10 mg Oxytyramin. 


Histidindecarboxylase und Dopadeearboxylase. 


1. Vergleichsversuche mit Kaninchen- und Meerschweinchenniere, 


Methodik. 


Herstellung der Extrakte. Frische Niere wird mit der Scher 
zerkleinert und im Morser mit Quarzsand und der 5 fachen Menge m 
Phosphatpufter vom py 7,4 verrieben. Die nach dem Centrifugieren jibe. 


stehende Lésung wird zu den Versuchen benutzt. 


Versuchsansatz. 5 ccm Nierenextrakt + 10 mg 1-Dopa bzw. 20 ing 
1-Histidin-monochlorhydrat (neutralisiert) in 5 cem Aqu. dest. bzw. 15 mg 
l-Tyrosin in 5 cem m/10-Natriumphosphat vom py 8. — Nach Zugabe you 


0,5 cem Toluol werden die Versuchsansiitze mit Wasserstoff oder Stickstof 
durchstrémt und auf mehrere Stunden in den Brutschrank (37°) gebracht 

LaBt man Phosphatextrakte aus Kaninchen- und Meer- 
schweinchenniere, die aus gleichen Gewichtsmengen Gewebe her- 
gestellt wurden, auf 1-Histidin einwirken, so findet man im Blut- 





Fig. 1] 
Histidin- und Dopadecarboxylase 
Histamin- und Oxytyraminbildung durch Kaninchen- und Meerschweinchenniere 
Katze. Pernoctonnarkose. Blutdruck in der Art. femoralis. 
Nierenextrakt + Histidin bzw. Dopa: 6 Stunden in H,-Atmosphare bei 37 
1 = 1cem Kaninchenniere + Histidin, 


2 = 1ecem Meerschweinchenniere + Histidin, 
3 = 1 eem Kaninchenniere + Dopa, 
4 = 10c¢cem Meerschweinchenniere + Dopa. 


druckversuch, daB das Nierengewebe beider Tierarten aus de! 
angebotenen Histidinmenge ungefiihr gleich viel Histamin ge 
bildet hat (Fig. 1). Mitunter ist in dem Ansatz mit Kaninchenniere 
etwas mehr Histamin entstanden. 
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Uber die Spezifitit der Aminosiure-decarboxylasen 


(iBt man unter den gleichen Versuchsbedingungen Kaninchen- 
Meerschweinchenniere auf l-Dioxy-phenylalanin einwirken, so 


und 
wird von Meerschweinchenniere ein betriichtlich gréBerer Anteil 


der Aminosiure zu dem blutdrucksteigernden Amin decarboxyliert 


als von Kaninchenniere (Fig. 1). Das Wirksamkeitsverhiltnis 
ywischen Kaninchen- und Meerschweinchenniere liBt sich quan- 
titativ erfassen, wenn man die durch den Nierenextrakt der beiden 
Vierarten aus Dopa abgespaltenen Kohlensiiuremengen mano- 
metrisch mift und miteinander vergleicht, wie wir das in einer 
Arbeit tiber den ,,fermentativen Abbau von 1-Dioxy-phenylalanin 
durch Niere“ getan haben*), Es ergibt sich dann, da8 Kaninchen- 
niere ungefihr 5mal weniger wirksam ist als Meerschweinchen- 
piere (‘l'abelle). 


Dopadecarboxylase, Histaminase und Oxytyraminoxydase in 
Meerschweinchen-, Kaninchen- und Schweineniere 





Meer- on? : 

. Kaninchen- | Schweine- " 
Substrat [schweinchen- : . Ferment 
fs niere niere 

niere 


114emm CO, | Dopadecarb- 


32emm CO, 


i*) | 1-Dopa 170emm CO, 

















oxylase 
2**) | Histamin 18 207 - 4527 Histaminase 
3*) | Oxytyramin | 75 cmm O, | 18 cmm QO, | 48 emm O, | Aminoxydase 


*) Aus der Arbeit: Holtz, Heise u. Liidtke, Arch. f. exper. Path. 
191, 87 (1938). 

**) Aus der Arbeit: Holtz, Heise u. Spreyer, Arch. f. exper. Path. 
188, 580 (1938). 

Aus diesen Befunden wiirde demnach zu folgern sein, dab 
Kaninchenniere mindestens ebensoviel histaminbildendes Ferment 
wie Meerschweinchenniere enthilt, hingegen 5mal weniger oxyty- 
raminbildendes Ferment.— Histidindecarboxylase und Dopa- 
decarboxylase kénnen deshalb nicht identisch sein. 

Gegen diese Folgerung kann der Einwand erhoben werden, 
dab die in der Blutdruckwirkung zum Ausdruck kommende Histamin- 
menge keinen RiickschluB zulasse auf die Menge des im Nieren- 
extrakt vorhandenen histaminbildenden Ferments, da sie nicht 
nur yon dessen Wirksamkeit, sondern auch von derjenigen des 
ebenfalls im Extrakt enthaltenen histaminzerstérenden Ferments, 


Holtz, Heise u. Liidtke: Arch. f. exper. Path. 191, 87 (1938). 
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der Histaminase, abhingig sei. Ks kénnte so sein, dak Mee. 
schweinchenniere nicht nur 5mal mehr Dopadecarboxylase, soider 
auch 5mal mehr Histidindecarboxylase als Kaninchenniere ¢::th;jj; 
daneben aber auch entsprechend gréBere Mengen Histaniinag. 
so daB von dem tatsiichlich gebildeten Histamin nur ein kleine 
Bruchteil zum Nachweis gelangen wiirde. — Hiergegen mul} abe 
darauf hingewiesen werden, dali die Versuche unter Ausscliluf 
von Sauerstoff angesetzt wurden, und die Histaminase niir },j 
Gegenwart von Sauerstoff wirksam ist. Sodann fanden wir )ej 
Gelegenheit anderer Untersuchungen *), daB die Histaminasew irkuyg 
von Meerschweinchen- und Kaninchenniere pur sehr geringfiigig 
und bei beiden Tierarten praktisch gleich ist (vgl. die Tabelle), — 
Ks ist daher berechtigt, aus dem Ergebnis des Blutdruckversuchs 
zu schlieBen, daB das Nierengewebe der beiden Tierarten ¢| eich 
viel Histidindecarboxylase enthilt. 

Auch im Fall der Dopadecarboxylase kann die Méglichkeit, 
dab das im biologischen Versuch zum Ausdruck kommende Er. 
gebnis durch eine Wirksamkeit der Aminoxydase — des oxytyraiin- 
zerstérenden Ferments — vorgetiiuscht sei, ausgeschlossen werden, 
Abgesehen davon, daB auch hier die anaeroben Versuchsbedingungen 
das Wirksamwerden der Aminoxydase wohl verhindern, enthilt 
Meerschweinchenniere 4mal mehr ,,Oxytyraminoxydase“ als |a- 
ninchenniere, wie wir in einer friiheren Arbeit zeigten (vgl. die 
Tabelle). — Wenn wir nun im Versuchsansatz mit Meerschweinchen- 
niere und Dopa trotzdem mehr Oxytyramin finden als in demjeniges 
mit Kaninchenniere und Dopa, so ist der SchluB berechtigt, dat 
Meerschweinchenniere mehr [Dopadecarboxylase enthiilt al 
Kaninchenniere. 





Histidin- und Dopadecarboxylase miissen demnach 
zwei verschiedene Fermente sein. 


2. Vergleichsversuche mit Kaninchen- und Schweineniere. 


Diese Folgerung ergibt sich auch aus Versuchen mit Kani- 
chen- und Schweineniere. — An der Blutdruckwirkung gemessel, 
findet sich in Ansiitzen mit Schweineniere und Dopa immer 
deutlich mehr Oxytyramin als im Vergleichsversuch mit Kanin- 
chenniere (vgl. Fig. 3). Dabei enthalt, wie aus der Tabelle her- 
vorgeht, Schweineniere mehr Oxytyraminoxydase als Kaninchenniere. 
Das Ergebnis der Blutdruckversuche ist deshalb beweisend ti! 


‘) Holtz, Heise u. Spreyer, Arch. f. exper. Path. 188, 580 (1939). 
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‘einen tatsiichlichen Mehrgehalt der Schweineniere an Dopadecarb- 
Foxylase. Es findet eine Besti&tigung durch Versuche, in denen die 
‘durch das Ferment aus Dopa abgespaltene Kohlensiure gemessen 
‘wurde (vgl. die Tabelle). — Anders liegen die Verhiiltnisse fiir 
' die Histidindecarboxylase. In Versuchsansitzen mit Schweine- 
‘niere und Histidin laBt sich immer weit weniger Histamin nach- 
-yeisen als im entsprechenden Ansatz mit Kaninchenniere. Hier 
'muB nun aber in Betracht gezogen werden, dab die Schweine- 
Fniere sehr reich an Histaminase ist (vgl. die Tabelle). In zahl- 
‘reichen Versuchen, durch midglichst sorgfiltigen AusschluB von 
Sauerstoff die Wirkung der Histaminase auszuschalten, ist es 
uns nicht gelungen, zugesetztes Histamin in der GréBenordnung, 
/wie es etwa von Kaninchenniere gebildet wird, vor der Zerstérung 
'm schiitzen. Wenn sich deshalb im Versuch mit Schweineniere 
‘und Histidin nur verschwindend wenig Histamin nachweisen laBt, 
‘immer sehr viel weniger als mit Kaninchenniere, so braucht die 
‘geringe Histaminausbeute nicht dadurch bedingt zu sein, dab 
Schweineniere weniger Histidindecarboxylase enthilt, sondern 
‘kann hier ihren Grund in dem hohen Gehalt an Histaminase 
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F haben. 


Um eime Entscheidung zu erméglichen, mub die Histaminase 


-entfernt werden. Das gelingt durch Behandlung des Nierenextrakts 
Fmit Kaolin, wovon wir in friheren Untersuchungen schon Ge- 
-brauch gemacht haben‘). 


30 cem Phosphatextrakt aus Schweineniere und Kaninchenniere werden 


'mit 4¢ Kaolin (Merck) 5 Minuten lang geschiittelt und centrifugiert. Die 


iberstehende Liésung wird noch 3 mal mit je 4g Kaolin geschiittelt und 


_centrifugiert. Die zuletzt erhaltene Lésung dient zum Versuch. 


Die Fig. 2A zeigt, daB der mit Kaolin behandelte Schweine- 
uierenextrakt im Gegensatz zum unbehandelten Extrakt Histamin 
nicht mehr abbaut. Das Kaolin hat die Histaminase adsorbiert. 
Histidin- und Dopadecarboxylase hingegen sind nicht adsorbiert 
worden. Denn Fig. 2B und Fig. 3 zeigen, daB sowohl Schweine- 
nieren- als Kaninchennierenextrakt auch nach der Behandlung 
mit \aolin aus Histidin und Dopa noch Histamin bzw. Oxytyr- 
amin bilden. Die in ihrer Blutdruckwirkung zum Ausdruck kom- 


menden Aminmengen erlauben jetzt einen Riickschlu8 auf 
die den Nierenextrakten tatsichlich enthaltenden Mengen 


aminvildender Fermente. Schweineniere enthilt weniger 
histuuinbildendes und mehr oxytyraminbildendes 
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Ferment als Kaninchenniere. Histidindecarboxylase und ope 
decarboxylase kénnen deshalb nicht identisch sein. : 





Fig. 2 
Adsorptionsversuche 
Histaminase und Histidindecarboxylase der Schweineniere 





A. 
5 ecm Nierenextrakt (unbehandelt bzw. mit Kaolin geschiittelt) + 5 ccm Histaminlésung 
(50 y). — Kontrolle: 5 cem m/20-Phosphat, py 7,4 + 5 cem Histaminlésung. 
Alle Lésungen 16 Stunden bei 37°. — Blutdruckversuch an der Katze. 


1 =1cem Nierenextrakt (unbehandelt) + Histamin, 
2 = 1cem Nierenextrakt (Kaolin) + Histamin, 
3 = 1eem Histamin-Kontrollésung. 


B. 
5 ccm Nierenextrakt (unbehandelt bzw. mit Kaolin geschiittelt) + 5 eem Histidinl6sung 
(20 mg). — 16 Stunden bei 37°. 


1 = 1 cem Nierenextrakt (unbehandelt) + Histidin, 
= 1 ccm Nierenextrakt (Kaolin) + Histidin. 


to 





Fig. 3 
Histidin- und Dopadecarboxylase 
Histamin- und Oxytyraminbildung durch Kaninechen- und Schweineniere 


Blutdruckversuch an der Katze. — Nierenextrakt (4 mal mit Kaolin geschiittelt) sti 
were ° r 2 . om Sb¢ 
+ Histidin bzw. Dopa. — 8 Stunden in H,-Atmosphiire bei 37°. 1; 
» a ‘ . ee hie 
1 = 0.5 cem Kaninchenniere + Histidin, ihe 
2= 0,5 cem Schweineniere + Histidin, Blas 


3 = 1 ecem Kaninchenniere + Dopa, 
4 = 1ceem Schweineniere + Dopa. - he 
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a Dope. Dopadecarboxylase und Tyrosindecarboxylase 





























1. Konkurrenzversuche 


Libt man 5 ccm Phosphatextrakt aus Kaninchenniere aut 
'10 mg l-Dopa einwirken, so verursacht das aus der Aminosiiure 
‘entstandene Oxytyramin eine stiirkere Blutdrucksteigerung als das 
im Parallelversuch aus 'l'yrosin gebildete Tyramin (Fig. 4, / und 4). 
‘Die im Extrakt enthaltene Dopadecarboxylase ist durch die an- 
gebotene Substratmenge — 10 mg Dopa — abgesittigt; denn sie 





minlésung 


Ing. 





Fig. 4 
Konkurrenzversuch 
Dopa- und Tyrosindecarboxylase 
Phosphatextrakt aus Kaninchenniere mit Dopa bzw. Tyrosin und mit Dopa + Tyrosin: 
15 Stunden in N.-Atmosphire bei 37°. 
Blutdruekversuch an der Katze. — Injektion von 2 cem folgender Versuchsansiitze: 
1 = 5 cem Nierenextrakt + 5 cem Dopalésung (10 mg in Aqu. dest.) 
+ 5 ccm m/10-Phosphat py 8,0 10 mg Dopa, 
2= 5eem Nierenextrakt + 5 ccm Dopalésung (10 mg in Aqu. dest.) 
+ 5ecem Dopalésung (10 mg in m/10-Phosphat py 8,0) 20 mg Dopa, 
}= 5cem Nierenextrakt + 5 cem Dopalésung (10 mg in Aqu. dest.) 
+ 5cem Tyrosinlésung (15 mg in m/10-Phosphat py 8,0) 
10 mg Dopa + 15 mg Tyrosin, 
{= 5cem Nierenextrakt + 5cem Tyrosinlédsung (15 mg in m/10- 
Phosphat py 8,0) + 5 ccm Aqu. dest.) 15 mg Tyrosin. 


linl6sung 


vermag auch bei doppelt so hohem Angebot — 20 mg Dopa — 
nicht mehr Oxytyramin zu bilden (Fig. 4, 7 und 2). Wiren Dopa- 
decarboxylase und Tyrosindecarboxylase ein und dasselbe Ferment, 

so miiBten bei einem gleichzeitigen Angebot von Dopa und Tyrosin 

| die beiden Aminosaren in Konkurrenz um den Besitz der zur Ver- 
liigung stehenden Fermentmenge treten. Es wiire zu erwarten, dab 

die Blutdruckwirkung dieses Versuchsansatzes geringer ist als 

a | diejenige im Versuch mit Dopa allein. ‘Tatsiichlich ist sie aber 
| & starker; es tritt eine Addition der EKinzelwirkungen ein (Fig. 4, 3). 
Die Hrklirung hierfiir kann nur sein, daB Dopadecarboxy- 
lasc und Tyrosindecarboxylase zwei verschiedene Fer- 
mente sind. 
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2. Adsorptionsversuche 


In einer Arbeit ,fermentative Bildung und Zerstéruny yo, f~ 
Histamin und Tyramin“*) hatten wir die Beobachtung gemacht § 
daB beim Schiitteln von Nierenextrakten mit Kaolin in gleiche 
Weise wie die Histaminase, so auch die T'yraminase, das tyramip.f 


zerstérende Ferment, aus der Lisung verschwindet. Das histamin. 
bildende Ferment, die Histidindecarboxylase, wird hierbei nich 


adsorbiert, sie bleibt, wie die oben mitgeteilten Adsorptionsversuch 


mit Schweinenierenextrakten zeigen, zusammen mit der Dopadecar). 
oxylase in Lésung. Anders aber verhilt sich das tyraminbildend: 
Ferment. Die Tyrosindecarboxylase wird wie die aminzerstirende 
Fermente an Kaolin adsorbiert und laBt sich so von der Doyz. 
decarboxylase trennen. Die folgende Zusammenstellung gibt eine 
Ubersicht iiber das adsorptive Verhalten der einzelnen Penns 


Kaolin 


Adsorbat Filtrat 
Histaminase Histidindecarboxylase 
Tyraminase Dopadecarboxylase 


Tyrosindecarboxylase 





Adsorptionsversuch. Dopa- und Tyrosindecarboxylase 
Oxytyramin- und Tyraminbildung durch Kaninchenniere 


Nierenextrakt (unbehandelt bzw. 4 mal mit Kaolin geschiittelt) + Dopa bzw. Ts 
15 Stunden in H.-Atmosphiare bei 37°. 


1 = 1 ecm Nierenextrakt (unbehandelt) + Dopa. 
2 = 1cem Nierenextrakt (Kaolin) + Dopa, 
3 = 1,5 cem Nierenextrakt (unbehandelt) + Tyrosin, 
4 = 1,5 ccm Nierenextrakt (Kaolin) + Tyrosin. 


Das Ergebnis des Konkurrenzversuchs, da’ Dopa- und 'T'yrosi- 
decarboxylase verschiedene Fermente sind, findet somit Bestiiti- 
gung und Erginzung in den Adsorptionsversuchen, die eine direkte 
Trennung der beiden Fermente erméglichen. Diese wird durch 
den Blutdruckversuch der Fig. 5 erliutert. Der mit Kaolin be 
handelte Extrakt bildet noch gleichviel Oxytyramin wie der w- 
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;  pehandelte Extrakt (Fig. 5, 7 und 2). Er bildet aber kein Tyramin 


ae 9? \ 
Ine yor / mehr (Fig. 5, 3 und 4). 


emacht 
gleicher 
yramin. 


tamip.{ und Tyrosindecarboxylase zwei verschiedene Fermente sind. Die 


_ Tyrosinuccarboxylase wird durch Kaolin adsorbiert, die Histidin- 


‘und 5). Einen weiteren Beweis fiir die Spezifitit der beiden 
| Decarboxylasen liefern Versuche mit Extrakten aus Meer- 
| schweinchendiinndarm”). Dieser decarboxyliert Histidin, nicht aber 


-dener Tierarten, durch Konkurrenzversuche (competition-experi- 
‘ments) und durch Adsorptionsversuche wird nachgewiesen, 
| daB die Histidin-, Tyrosin- und Dopadecarboxylase verschiedene, 
| spezifisch auf ihr Substrat eingestellte Fermente sind. 
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Histidindecarboxylase und Tyrosindeearboxylase 
Aus den Adsorptionsversuchen ergibt sich, daB auch Histidin- 


decarboxylase nicht (vgl. die tabellarische Ubersicht sowie Fig. 3 


Tyrosin. 
Zusammenfassung 
Durch Vergleichsversuche mit Organextrakten verschie- 
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Uber die tierische Fettsiuredehydrase und ihre Codehydrase 
III. Mitteilung tiber die chemische Natur der .,Codehydrasen‘ 


Von 


Konrad Lang (O. St. A.) und Hermann Mayer 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Militirirztlichen Akademie Berlin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Oktober 1939) 


Vor kurzem haben wir mitgeteilt'), daB die Codehydrase der 
Fettséuredehydrase aller Wahrscheinlichkeit nach mit Muskel- 
adenylséure identisch ist. In der Zwischenzeit haben wir eine 
sréBere Menge unserer Co-Fermentfraktion nach dem Verfahren 
von Ostern*) aufgearbeitet und daraus reinste Adenylsaure ge- 
wonnen, welche in der Tat, wie die Tabelle zeigt, als Co-Ferment 
bei der Fettsiuredehydrierung wirksam ist. 

Die zweimal umkrystallisierte, im Hochvakuum bei 111° iiber 
P.O, getrocknete Substanz hatte den Schmelzp. 197° (unter Zers.). 
Embden und Zimmermann’) geben den Schmelzpunkt zu 
194° an. 

5,159 mg Subst.: 6,505 mg CO,, 1,960 mg H,O. — 2,690 mg Subst.: 
0,457 ccm N, (21,5°, 758 mm). — 11,473 mg Subst.: 65,525 mg Ammonium- 
phosphormolybdat. 

Fir C,H,,0,N;P Ber. C 34,56 H4,06 N 20,17 P 8,9 

Jef. ,, 34,40 ,, 4,25 ,, 19,64 ,, 8,30. 

Nach Salzsiurehydrolyse der Substanz wurde Adenin erhalten, 
das als Pikrat vom Schmelzp. 287° (unter Zers.) identifiziert wurde. 

Der Befund, daB eine so einfach gebaute Substanz wie Muskel- 
adenylsdure als ,,Codehydrase“ wirksam ist, veranlaBte uns, auch 
andere, ahnlich gebaute Substanzen in dieser Hinsicht zu unter- 
suchen. In der Tat zeigte es sich, daB sowohl Inosinsiure als 
auch Adenosintriphosphorsiure und Adenosin die Muskeladenyl- 
siure bei der Dehydrierung von Stearinséure ersetzen kénnen. 
Wie die Tabelle zeigt, ist die Wirksamkeit aller dieser Substanzen, 





1) Diese Z. 261, 249 (1939). 
*) Biochem. Z. 254, 65 (1932). 
3) Diese Z. 167, 137 (1927). 
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© in aquimolekularen Mengen zugesetzt, fast genau die gleiche. Hefe- 
 adenylsiure hat ebenfalls eine gleichartige, wenn auch erst bei 
4 sehr viel gréBeren Dosen hervortretende und wesentlich schwachere 
© Wirkung. Ganzlich unwirksam ist Adenin, das in gréBerer Menge 
‘ydrase & die Entfarbungszeit sogar verlingert. Die Reinheit aller ein- 
4 gesetzten Substanzen wurde durch Klementaranalyse kontrolliert. 


” as 
ge ats 


66 

id | Fir die Uberlassung der Adenosintriphosphorsiéure danken wir 

’ Herrn Prof. Lohmann. 
Aus den geschilderten Versuchen geht hervor, dai fir die 
indi ,Codehydrase"-Wirkung weder der Phosphorsdurerest noch die 
Aminogruppe am Purinring maBgebend ist. Denn sonst kénnten 
weder Adenosin noch Inosinséure die Muskeladenylsaure vertreten. 
' Wesentlich scheint dagegen die Anwesenheit der Kohlenhydrat- 
ase der JF jomponente zu sein, wie der Versuch mit Adenin zeigt. Das Ver- 
Luskel- | halten der Hefeadenylsaure 1i8t vermuten, da auch der Ort der 
ir eine J Verkniipfung zwischen Kohlenhydratrest und Phosphorsiure nicht 

‘fahren : ohne Bedeutung ist. 

ivi oe Adenosintriphosphorsiure ist schon verschiedentlich als Co- 
— | Ferment bei Dehydrierungsvorgingen bezeichnet worden. Unter- 
ies : suchungen von Euler und Mitarbeitern haben ergeben, daf die 
Fors). Adenosintriphosphorséure bei diesen Dehydrierungen nicht als 
it Me eigentliche Codehydrase wirkt. So fanden z. B. Kuler und Adler?) 


da die Anwesenheit der Adenosintriphosphorsaéure bei der Dehy- 
drierung von Fructose durch das System der Hexosemono- 
Subst.: phosphatdehydrase nur deswegen erforderlich ist, weil sie die 
10onium- 77 _ . : ; pe . 
Hexose phosphoryliert und damit erst der Dehydrierung zuginglich 
macht. Als Codehydrasen im eigentlichen Sinne werden von 


mea Kuler, Schlenk, Adler und Ginther?) nur soleche Verbindungen 
ile auigefabt, die Redoxcharakter haben und von denen bisher nur 
amet zWel, ndmlich Codehydrase I und II sicher bekannt sind. Bei 
askel. @ Wserem Beispiel der Fettsduredehydrase sind Phosphorylierungen 
| auch ausgeschlossen, und auch andere chemische Veraénderungen, welche 
ee "on das Fettsiuremolekil der Dehydrierung geneigter machen kénnten, 
wage angesichts seiner chemischen Kigenschaften schwer denkbar. Der 
ad, Wirkungsmechanismus unserer Substanzen bei der Fettsdure- 
way dehydrierung hegt somit noch vollig im Dunkeln und wird zur 
ale Zeit von uns bearbeitet. Einstweilen haben wir keinen zwingenden 





Grund, an dem Co-Fermentcharakter unserer Substanzen zu 





') Diese Z. 285, 122 (1935). 
*) Diese Z. 288, 120 (1935). 
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zweifeln, selbst unter Beriicksichtigung des Umstandes, daf ¢, 
sich nicht um die Wirkung einer einzigen spezifischen Substanyz. 
sondern um die einer ganzen Gruppe von allerdings untereinandey 


nahe verwandten Stoffen handelt. 


Ansatz: 1 cem Leberextrakt + 1 ccm m/100-Kaliumstearat +- 0,2 cem 
Methylenblau (1: 5000) +- 0,5 cem Co-Fermentlésung 








Co-Ferment 


Muskeladenylsiiure . 
Inosinsiure . 


Adenosintriphosphorsiure ; 


Adenosin as 
Hefeadenylsiure . 
Hefeadenylsiure . 
Adenin ue 
Ohne Co-Ferment 





50 ¥ 
50 ¥ 
13 
39 ¥ 
500 ¥ 
50 ¥ 
194 7 
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Entfarbungszeit 
in Minuten 


11 
13 
12 
10 
27 
>85 
>85 


85 
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com Uber die tierische Fettsauredehydrase 
| IV. Mitteilung 


angszeit Das Reaktionsprodukt der Dehydrierung von Stearinséure 
ahesion und die mutmaBliche biologische Bedeutung der Fettsiuredehydrase 


Von 


- -_ 


Konrad Lang (O. St. A.) und Franz Adickes 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Militiirirztlichen Akademie Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24, November 1939) 


wt ee ee OS Nee Ow 


| Nach dem gegenwirtigen Stand unserer Anschauungen iiber 
‘den Abbau der Fettsiuren war zu erwarten, daf die Dehydrierung 
der gesittigten héheren Fettsiuren durch die Fettsiuredehydrase 
'm den entsprechenden «,f-ungesittigten Siuren fiihrt. In den 
‘friheren Mitteilungen’) konnten noch keine niheren Angaben 
| iiber das Reaktionsprodukt dieser enzymatischen Dehydrierung 
'vemacht werden. In der Zwischenzeit haben wir eine aus- 
‘reichende Menge der bei der Dehydrierung der Stearinsiiure ent- 
'stehenden ungesittigten Séure dargestellt und ihre Konstitution 
‘durch Ozonabbau geklirt. Aus dem Ozonisierungsgemisch lieB 
sich als einzige Aldehydsiiure die Azelainaldehydsiure isolieren. 
' Damit ist der “Nachweis gefiihrt, daB die Stearinsiiure zur Olsiure 
'dehydriert wird und die Doppelbildung nicht in «a, f-Stellung, 
| sondern in die Mitte des Molekiils tritt. Auch die von Zetzsche 
ud Réttger?) angegebene Reaktion auf a, f-ungesittigte Siuren 
-tiel mit den Dehydrierungsprodukten von Palmitin- und Stearin- 
_siure stets negativ aus. Ferner steht dieser Nachweis, daB bei 
| der Dehydrierung der gesittigten Fettsiuren ungesittigte Siuren 
; mit einer Doppelbildung in der Mitte des Molekiils entstehen, 
-auch durchaus im Einklang mit dem friiheren Befund), nach dem 
die Olsiure von der Fettsiuredehydrase nicht angegriffen wird. 
| Bei dieser Sachlage mu8 man nun die Frage aufwerfen, ob die 


’ Diese Z. 261, 240, 249 (1939). 
*) Ber. chem. Ges. 72, 1599 (1939). 
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Fettsiuredehydrase iiberhaupt etwas mit dem Abbau der Fey. 
siuren im intermediiaren Stoffwechsel zu tun hat, oder ob iin 
Bedeutung nicht in einer ganz anderen Richtung zu suchen ig, 


DaB die f-Oxydation der Fettsiuren, unter Umstinden j 
gewissem Umfang in Verbindung mit einer w-Oxydation (Verkade. 
Flaschentriager), den Hauptweg, wenn nicht einzigen Weg de 
Fettsiureabbaus darstellt, ist bis heute noch nicht widerley 
worden. Der Ansicht von Douel, Hallman, Butts und Murray! 
die an einen primiren Zerfall der héheren Fettsiiuren in mehrer: 
Bruchstiicke, die dann ihrerseits durch #-Oxydation abgebaut 
werden sollen, glauben, kénnen wir uns auf Grund ihrer wenig 
iiberzeugenden Versuche nicht anschlieBen. Wir halten es fit 
abwegig, aus so geringen Acetonausbeuten, wie sie die genannten 
Autoren bei ihren Fiitterungsversuchen erhielten, derart weit 
gehende Schliisse zu ziehen. Fiir die Annahme, daB beim Abbau 
der Olsiure bzw. iiberhaupt der ungesiittigten Siiuren eine 
Sprengung der Kohlenstofikette am Ort der doppelten Bindu 
erfulgt, fehlt bisher jeder Anhaltspunkt. Es wire héchstens in 
Erwiigung zu ziehen, ob durch die Dehydrierung die Doppel- 
bindung zwar zuniichst in der Mitte entsteht, sekundir aber in 
die @,f-Stellung verschoben wird. Eine solche Annahme ist nicht 
ganz abwegig, denn Knoop’) konnte zeigen, daB die Phenyliso- 
crotonsiure zu Phenylessigsiiure abgebaut wird, was sich zwane- 


los nur durch Verschiebung der Doppelbindung aus der /, y-Stelluu & 


in die «,f-Stellung erkliiren lift. Ob eine solche Verschiebuy 


der Doppelbindung auch bei der Olsiure stattfindet, kann heute? 


mit Sicherheit weder bejaht noch verneint werden. Wir miissel 
daher die Frage, ob die Dehydrierung der Stearinsiiure zur (): 
siiure durch die Fettsiiuredehydrase den ersten Schritt zum 4)- 
bau der Stearinsiure darstellt, noch offen lassen. 

Man kénnte aber die biologische Bedeutung der Fettsiwte- 
dehydrase auch in folgender Richtung suchen. Durch die Ar 


beiten von Burr und Burr’), Evans u. Lepkovsky*), Becker’ 4 
und chiteaieaaeaal wurde die biologische Bedeutung der stirke 7 


) J. of Biol. Chem. 116, 621 (1936). 
; Hofmeisters Beitriige 6, 150 (1905). 
3) J. of Biol. Chem. 86, 587 (1930); 97, 1 (1932). 
4) J. of Biol. Chem. 96, 143, 157 (1932); 99, 231 (1983); 106, 431, 44! 
445 (19384). 
5) Z. Vitaminforsch. (Schweiz) 4, 241 (1935). 
6) J. Nutrit. (Am.) 15, 351 (1938). 
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5 > ungesattigten Fettsiuren dargelegt. Ihre Zufuhr ist lebenswichtig, 
‘ iehlende oder ungeniigende Verabreichung fihrt zu ausgepragten 
a Mangelerscheinungen. Es wurde direkt von einem Vitamin- 
i  charakter (Vitamin F) dieser Saiuren gesprochen. Bei der Olsiure 
, "* jiegen die Verhiiltnisse durchaus anders, ihre Zufuhr ist unndtig 


der Fett, 
r Ob ihr 
uchen ist 


Wee > und Ausfallserscheinungen sind bei fehlender Verabreichung nie 
es sad 3 heobachtet worden. ‘Trotz dieser negativen Befunde kénnte die Ol- 
Rareard F) siure gleichfalls fiir den Kérper unersetzlich und von wesentlicher 
| ‘BB Bedeutung sein, denn der Organismus ist durch die Fettsiure- 


1 mehrer a , 
rs dehydrase in der Lage, sie jederzeit selber herzustellen und somit 


abgebant many? ay : 

ing aE von der Zufuhr mit der Nahrung unabhingig. Die Fettsiure- 

. W 0 

ies 7 ' dehydrase ist dagegen offensichtlich nicht imstande stirker un- 
es lire 





' gesiittigte Siuren zu bilden, wie aus ihrem Unvermiégen, Olsiure 














‘oats & bzw. andere ungesiittigte Siuren W eiter zu dehydrieren, hervorgeht. 
a Abba e Dies steht in gutem Kinklang mit den erwahnten Befunden iiber 
en die Notwendigkeit der Zufuhr der stiirker ungesiittigten Fettsiiuren. 
Bindung 
istens i _Experimenteller Teil 
pdt ; 100—150 ccm Leber- bzw. Muskelextrakt wurden mit 10 mg 
“at vic fl Adenylsiure, 15 ccm Methylenblau (1:500) und 25ccm n/ 100-Kalium- 
henylisv- | stearat in einem geriumigen Rundkolben versetzt. (Die Stearin- 
a siiure war durch mehrmaliges Umkrystallisieren aus Alkohol bis 
Stellune zum richtigen Schmelzpunkt _gereinigt worden). Der Kolben 
shicbue fe. YUTde ‘dann evakuiert und: bis zur Entfirbung unter gelegent- 
i heute lichem Schiitteln bei 38° gehalten. Darauf wurde der Ansatz zur 
paral 4 Entfernung etwa noch vorhandener Neutralfette und Lipoide mit 
we Cl . Petroliither ausgeschiittelt, wobei die entstehenden Emulsionen 
o- i Hy durch Zugabe von Alkohol zerstért wurden. Die Petrolitherphase 
| wurde verworfen, die wibrige Fliissigkeit mit HCl bis zur kongo- 
; i sauren Reaktion angesiiuert und 2 mal mit Petrolither ausgeschiittelt. 
engpre | Die vereinigten Petrolitherausziige wurden dann mit Wasser ge- 
wae " + waschen, tiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum zur Trockne 
ecker’ verdampft. Nach Vereinigung von 20 solchen Aufarbeitungen 
stiirker wurde der Riickstand in Chloroform gelést und in tiblicher Weise 
ozonisiert. Nach Verkochen des Ozonisationsproduktes mit Wasser 
wurde ausgeiithert und die itherische Lésung 4mal mit Bicarbonat- 
lisung ausgeschiittelt. Die Bicarbonatlésung wurde dann nach 
431, 44! kurzem Stehen zur Entfernung des abgeschiedenen Stearats filtriert 





und das Filtrat mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2 n H,SO, ver- 
setzt. Nach mehrstiindigem Stehen im LEisschrank wurde das 
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gebildete Dinitrophenylhydrazon der Azelainaldehydsaure abgesaugt, 
griindlich mit Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet, 
Es wurde dann zuerst aus hochsiedendem Petrolither und dany 


noch aus 50°/, Alkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 115° Strain’) gibt ihn zu 114—115° an. 


3,152 mg Subst.: 5,950 mg CO,, 1,580 mg H,O. — 2,222 mg Subst.: 
0,320 cem N, (23°, 758 mm). 


Fir C,,H..0,N, Ber. C 51,12 H 5,72 N 15,91 
Gef. ,, 51,48 ,, 5,65 ,, 16,57 


Die Abtrennung des Dinitrophenylhydrazons der Azelainal- 
dehydsiure von der immer beigemengten Stearinsiure ist schwierig. 
Sie wurde bei vorhergehenden Ansiitzen nicht erreicht. Infolge- 
dessen lieferte die Substanz bei der Verbrennung etwas zu hohe 
C- und zu niedere N-Werte. Mikroskopisch waren zwischen den 
gelben Krystallen Fettsiurenadeln sichtbar. Im Falle einer 
a,8-Dehydrierung der Stearinsiure muBte Glyoxylsiure als Spalt- 
produkt des Ozonabbaus entstehen. Da Glyoxylsiiure sich nur 
schlecht ausiithern liBt, wurde auch die nach Verkochen des 
Ozonids mit Ather ausgeschiittelte wiBrige Lésung mit Dinitropheny!- 
hydrazin versetzt. Die Bildung eines Dinitrophenylhydrazons 
wurde aber nicht beobachtet. 

Als zweites Spaltprodukt der Ozonisierung von Olsiiure war 
Pelargonaldehyd zuerwarten. Seine Isolierung wurde auf folgendem 
Wege versucht: Die mit Bicarbont ausgeschiittelte iitherische 
Lésung wurde vorsichtig zur Trockne gebracht, der Riickstand 
einer Wasserdampfdestillation unterworfen und das Destillat mit 
Dinitrophenylhydrazin versetzt. Es wurden aber lediglich zur 
Analyse und Schmelzpunktbestimmungen nicht ausreichende Mengen 
Dinitrophenylhydrazon erhalten. Offensichtlich waren die zu 
erwartenden kleinen Mengen des Aldehyds zur Pelargonsiiure 
weiter oxydiert worden, deren Abtrennung von der im viel- 
fachen UberschuB8 vorhandenen Stearinsiure gar nicht erst ver- 
sucht wurde. 

Reaktion von Zetzsche und Réttger?): Je 0,1 g des wie 
oben beschrieben isolierten Reaktionsproduktes der Dehydrierung 
von Palmitinsiure und Stearinsiiure wurden mit je 0,1 g ,,basischem 


1) J. Amer. Chem. Soc. 57, 758, 1935). 
*) Herrn Prof. Zetzsche méchten wir an dieser Stelle fiir die freund- 


liche Uberlassung von ,,basischem Imid“ herzlich danken. 
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Sesaugt, : mid* in 3ccm Ather 6 Stunden gekocht. Die entstandenen 
rocknet, } rystalle waren farblos. Sie wurden nicht weiter untersucht. 






ad dann 





Zusammenfassung 


Bei der Dehydrierung der Stearinsiure durch die Fettsiiure- 
r ehydrase entsteht Olsiure und keine «,f-ungesittigte Octadecen- 
siure. Die mégliche biologische Bedeutung der Fettsiuredehydrase 


| wird diskutiert. 









in. 





y Subst.: 
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infolge- Zu Konrad Lang, ,,Uber die tierische Fettsiuredehydrase und 
u hohe F _ ihre Codehydrase“, I. Mitteilung. Diese Z. 261, 240 (1939) 
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Beitrige zur Chemie der Lipoidosen 
(3. Mitteilung’})] 
Niemann-Picksche Krankheit und amaurotische Idiotie 
Von a | 


E. Klenk 














(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit K6ln) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Oktober 1939) 


Nachdem vor einigen Jahren!) gezeigt wurde, daB bei de 
Niemann-Pickschen Krankheit die Inhaltssubstanz der vo 
allem in Milz, Leber und Gehirn anzutreffenden lipoidspeicherndeh” 
Zellen im wesentlichen aus Sphingomyelin besteht, lag es nahe. 
zu versuchen, mit derselben Untersuchungsmethode auch die Natw 
der bei den verschiedenen Formen der amaurotischen Idiotie inf 
den Ganglien- und Gliazellen des Gehirns zur Ablagerung kommen: 
den Lipoide aufzuklaren. 







se 


Trotz der groBen Seltenheit dieser Krankheitsbilder wurde mj 
im Lauf der letzten Jahre von verschiedenen Seiten das nitig— 
Material in ausreichenden Mengen zur Verfiigung gestellt, so dal z 
im folgenden iiber das Untersuchungsergebnis von 2 Fallen infan 
tiler amaurotischer Idiotie (Typ Tay-Sachs) und von 5 Fille. 
der juvenilen Form berichtet werden kann. Gleichzeitig soll hie} 
der Befund fiir die Niemann-Pick-Organe des bereits frithaf7 
untersuchten Falls durch die entsprechende Untersuchung vf” 
2 baw. 3 weiteren Fallen erginzt werden. 





Da bei den verschiedenen Formen der amaurotischen Idiot 7 
im Gegensatz zur Niemann-Pickschen Erkrankung im wesent§ 7 
lichen nur das Zentralnervensystem, insbesondere das Gehirn, vo! 
der Stérung betroffen ist, so konnte ich mich in jenen Faillen au 
die Untersuchung dieses einen Organs beschrinken. Dabei ergal 
sich ein auffallender Unterschied zwischen Tay-Sachs- Geli 


') 1. Mitteilung: Diese Z. 229, 151 (1934); 2. Mitteilung: Diese Z. 235. * 
(1935). Vgl. auch C. Tropp u. B. Eckardt, Diese Z. 248, 38 (1936); 24 
163 (1937). 
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‘einerseits und Nieman-Pick-Gehirn andererseits. Wahrend in 
diesen, &bnlich wie in den anderen Niemann-Pick-Organen, 
' Sphingomyelin stark angereichert ist, findet sich im Tay-Sachs- 
 Gehirn statt dessen ein bisher noch nicht niher bekanntes zucker- 
haltiges Lipoid (Substanz X) in sehr reichlichen Mengen. Dieses 
neue Lipoid von ausgesprochen saurem Charakter gibt die Bial- 
sche Oreinreaktion mit roter Farbe und enthalt als charakteristi- 
: schen Baustein eine leicht zersetzliche, wasserlésliche organische 
| Siure, die beim Erwirmen mit verdiinnter Schwefel- oder Salzsiure 
unter Kohleabscheidung véllig zerstért wird. Die genaue Identi- 
: izierung der Spaltprodukte war mit dem zur Verfiigung stehenden 
; Material nicht méglich. Eine zur vorlaufigen Orientierung aus- 
| cefihrte Spaltung ergab auBer der leicht zersetzlichen Séure an 
| weiteren Spaltprodukten: a) Fettsiiuren, b) eine N-haltige Base, 
die mit dem Sphingosin identisch oder ihm jedenfalls sehr ahnlich 
‘ist, c) ein noch nicht naher charakterisiertes reduzierendes Kohlen- 
jhydrat. Unter den Fettsduren fehlt die in den Gehirncerebrosiden 
'vorherrschende Cerebronséure. Es dirfte sich vielmehr im wesent- 
) lichen um die als Cerebrosidspaltstiick noch nicht aufgefundene 
Stearmséure handeln. 

Ein Beweis fiir die chemische Einheitlichkeit des hier ge- 
wonnenen zuckerhaltigen Lipoids ist vorlaufig noch nicht erbracht. 
Immerhin kénnen nach dem Untersuchungsergebnis irgendwie 
nennenswerte Mengen der heute bekannten Cerebroside nicht bei- 
gemischt sein. Dasselbe Lipoid wurde auch schon friiher im 
Niemann-Pick-Gehirn|E. Klenk?4)| angetroffen und dort bereits 
kurz beschrieben. SchlieBlich findet es sich, in allerdings noch 
klemeren Mengen, auch in der Protagonfraktion des Normal- 
gehirns [E. Klenk4), G. Blix?), L. Clarenz’)]. 
| Bei der Untersuchung der 5 Falle von juveniler amaurotischer 
 Idiotie ergab sich keine so augenfillige Abweichung von der nor- 
malen Zusammensetzung der Gehirnlipoide wie bei den Niemann- 
| Pick- und Tay-Sachs- Fallen. 
| Einen Uberblick iiber die bei allen 3 Arten von Gehirn- 
» erkrankungen angetroffenen Verhiltnisse gibt die folgende Zu- 
sammenstellung, welche der Vollstiéndigkeit halber auch die Zahlen 
von dem friither beschriebenen Niemann-Pick- Fall, sowie die von 
emem normalen Kindergehirn [K. Schuwirth‘)], enthiilt. 
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*) Skand. Arch. Physiol. 80, 46 (1938). 


*) Diss. Universitat Kéln 1939. 4) Im Druck. 
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Lipoidgehalt des Gehirns bei der Niemann-Pickschen Erkrankung, dy 
infantilen (Tay-Sachs-Form) und der juvenilen amaurotischen Idiotic in) 
des Trockengewichts 





Fett Glyce- | ies: | Ger. i g 
| und Oh | Sphin- | Cere- a 
|Chole- | phos- |, & g0o- |broside| 2” 

| sterin phatide | fraktion | myelin | X 

Niemann-Pick 
Fall Baumann... . | 13 17 | 2&4 | 76 0,3 | 2, 
,» Freudenberg 1. . |} 89 | 15 17 =| «4,3 0,7 | 1,5 
ii Ms ao. ee 18 | 18 | %O | O8 | 15 
Amaurotische Idiotie 
Infantile Form 
(Tay-Sachs) | 

Fall Baumann... . 10 15 | 43 | 0,4 0,6 4,3 
1,1 02 | 42 


a 18 | 12 


Juvenile Form | | 





Fall Sjévall I... . 15 23 = ae 1,3 | (0,2)*) 

“ — ere 2 MH } am 2s 2,0 | (1,0) 

: re a 20 | 120 | 41 1,9 | (1,5) 

7 ~ Ws ae 1 21 tn fe: 1,2 | (1,1) 

, Beer. «.. as | 3,0**) | ig 4 3,3 2,3 | (0,4) 
Kindergehirn normal***) 

80 | 229 | 84 1,9 1,5 | 0,3 


*) Die eingeklammerten Zahlen sind aus dem Zuckergehalt unreiner 
Praparate berechnet. 
**) Zu niedrig, da Organ mit Formol fixiert. 
***) Alter des Kindes: 13 Monate. 


Bei dem Vergleich der gefundenen Werte ist zu beriicksichtigen, 
daB eme quantitative Trennung der Gehirnlipoide voneinandet 
nicht méglich ist. Dies gilt nicht nur fiir die Abtrennung der 
Glycerinphosphatide und des Protagons, sondern noch in viel 
héherem MaBe fiir die Zerlegung des Protagons in die Einzel- 
bestandteile (Sphingomyelin, Cerebroside und Substanz X). Ba 
der Isolierung der letzteren sind deshalb betrachtliche Verluste 
unvermeidlich. Die drei letzten Spalten geben so auch nur Aui- 
schluB iiber die Substanzmenge, die tatsaichlich isoliert wurde. 
Hinzu kommt, daB von den Sphingomyelinpraparaten nur die aus 
den Nieman-Pick-Gehirnen gewonnenen einen durchaus be- 
friedigenden Reinheitsgrad besafien. Alle anderen enthielten noch 
betriichtliche Mengen von atherunlislichen Glycerinphosphatiden 
beigemengt, fiir deren Abtrennung es bis jetzt noch keine brauchbate 
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Auch die Isolierung der Substanz X ist nicht 


‘Methode gibt. 
So waren die Priparate von den Fallen der 


berall gegliickt. 


juvenilen amaurotischen Idiotie durchweg noch stark phosphor- 


altig und der Zuckergehalt betrug nur 18—18°/, (berechnet als 
talaktose) gegentiber etwa 30°/, der P-freien Substanz. Auf Grund 
es Zuckergehalts wurde dann in diesen Fallen die Menge der 
‘Substanz X abgeschatzt. 
» Wenn trotz dieser methodischen Unzulinglichkeiten wenig- 


'istens bei den Niemann-Pick- und den Tay-Sachs- Fallen ein 
| klares und eindeutiges Ergebnis erzielt werden konnte, so ist dies 
nur der auffallend extremen Zusammensetzung der aus Gehirnen 


ieser Art gewonnenen Protagonfraktion zu verdanken. Bei den 
iemann-Pick-Gehirnen besteht diese Protagonfraktion vor- 
wiegend aus Sphingomyelin, bei den Tay-Sachs-Gehirnen da- 
gegen vorwiegend aus der Substanz X. In Anbetracht der groBen 
Ahnlichkeit des pathologisch-anatomischen Bildes bei Niemann- 
ick- und Tay-Sachs-Gehirnen ist dieser wesentliche Unter- 
hied in der chemischen Zusammensetzung sehr iiberraschend. Die 


| Befunde sprechen durchaus dafiir, daB es sich um zwei verschieden- 


artige Gehirnerkrankungen handelt*). Allerdings soll dabei nicht 
bersehen werden, daB auch in den Niemann-Pick-Gehirnen 


ine immerhin merkbare Anreicherung der Substanz X gegeniiber 
der Norm festzustellen ist. 

Bei den 5 untersuchten Fallen von juveniler amaurotischer 
Idiotie sind, wie bereits erwihnt, weniger klare und eindeutige 


Verhiltnisse angetroffen worden. Dies mag vielleicht damit in 
usammenhang stehen, daB nur bei der infantilen Form die Er- 
krankung der Nervenzellen diffus iiber das ganze Gehirn verbreitet, 
bei der juvenilen Form aber mehr oder weniger auf bestimmte 
entren lokalisiert ist [siche J. Hallervorden®)|. Hinzu kommt 


*) Anmerkung bei der Korrektur: Dieses Untersuchungsergebnis steht 
n guter Ubereinstimmung mit den interessanten histologischen Befunden 
ron F, Feyoter [Virchows Arch. 804, 481 (1939)]. Aus der FuBnote 
S. 483/4 kénnte geschlossen werden, daB Feyoter durch seinen an mich 
erichteten Brief vom Januar 1938 den Ansto8 zur Isolierung des zucker- 
altigen Lipoids aus dem Tay-Sachs-Gehirn gegeben hat. Ich méchte 


mur deshalb darauf hinweisen, da8 die erstmalige Isolierung der Substanz 


us dem Tay-Sachs-Gehirn bereits im Jahre 1936 erfolgte und daB 
dariber auf den Physiologen-Tagungen in GieSen (1936) kurz berichtet 
vurde [Ber. Physiol. 96, 659 (1937). 

*) Verhdl. d. Ges. f. Verdauungs- u. Stoffwechselkrankheiten. XIV. Ta- 


a Kung in Stuttgart. 1939. 
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noch eine methodische Schwierigkeit insofern, als im Laufe de 
Entwicklung die Cerebroside im Gehirn sich anreichern, wodurch 
die Trennung der in Betracht kommenden Lipoide weiter erschwert 
wird. So dirfte auch der Unterschied in den Cerebrosidwerten be; 
Niemann-Pick und Tay-Sachs einerseits und der juvenile, 
amaurotischen Idiotie andererseits nichts mit dem Krankheits. 
prozeB selbst zu tun haben, da es sich in den ersten Fallen um 
{—2jahrige Kinder, in den letzten um 15—17jahrige Jugendliche 
gehandelt hat. Die héheren Werte der letzten Fille legen durchaus 
im Rahmen der normalen Entwicklung. Jedoch scheinen diese 
Cerebrosidwerte durchweg niedriger zu liegen als in den Normal- 
gehirnen von gleichaltrigen Kindern bzw. Jugendlichen. 

Von einigen der isolierten lipoiden Substanzen und Lipoid- 
fraktionen wurden zur Untersuchung der Fettsiuren stichproben- 
weise Spaltungen durchgefiihrt, um etwaige Abweichungen von der 
Norm auch in dieser Richtung festzustellen. Irgendwelche Be- 
sonderheiten haben sich hierbei jedoch nicht ergeben. Auch die 
friiher, allerdings mit ausdriicklichem Vorbehalt mitgeteilte Beob- 
achtung, daB in den Glycerinphosphatiden des Niemann-Pick:- 
Gehirns die hochungesittigten C.)...- und Cy... .-Séuren in so 
geringen Mengen vorhanden sind, daB sie sich dem sicheren Nach- 
weis entziehen, hat sich bei der Nachprifung nicht  bestitigen 
lassen. Es sind doch gut faBbare Mengen vorhanden. 


SchlieBlich sind im Zusammenhang mit den Niemann-Pick- 
Gehirnen auch Milz und Leber dieser beiden Falle und von einem 
weiteren Fall die Milz untersucht worden. Das Ergebnis la&t keinen 
Aweifel dariiber, daB der hohe Phosphatidgehalt in diesen Organen 
im wesentlichen, wenn nicht ausschlieBlich, auf einer enormen An- 
reicherung von Sphingomyelin beruht. Die andersartigen Befunde 
von E. Epstein und K. Lorenz*) sowie von P. H. Teunissen’) 
miissen, wie auch schon von P. H. Teunissen und A. den Ouden’) 
gezeigt worden ist, auf eine fehlerhafte Untersuchungsmethodik 
zurickgefihrt werden. 


Methodisches 


Die frischen Gehirne werden in zerkleinertem Zustand in gut 
verschlossenen GefaiBen unter Aceton aufbewahrt. Die weitere 


6) Diese Z. 190, 44 (1930); 192, 145 (1930). 
7) Diese Z. 248, 142 (1937). 
8) Diese Z. 252, 271 (1938). 
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Verarbeitung erfolgt in enger Anlehnung an den bereits beschriebenen 
"Niemann-Pick-Fall, derart, daB nacheinander mit Aceton und 
"dann mit Ather im Soxhletapparat extrahiert wird. Aus den ersten 
Fnoch wasserhaltigen Acetonlésungen werden durch Abdestillieren 
"des Acetons, Ausschiitteln der Fettstoffe mit Petrolither und Ein- 
Fengen der wiBrigen Liésung auf dem Wasserbad bis zum Syrup 



















: die wasserloslichen Extraktivstoffe erhalten. Petrolitherlésung, 
“wasserfreie Acetonlésungen und Atherextrakt liefern die Fett- und 





HEN acess 
3 Wisi Fos tas see 


' Cholesterinfraktion (a), eine Fraktion der Glycerinphosphatide (6,) 
Sun schlieBlich noch eine Protagonfraktion (c,). Das Protagon fiel 
aus den Acetonlésungen teils schon in der Siedehitze, teils erst beim 
B Erkalten aus. Um beigemengtes Cholesterin und Glycerinphos- 
© phatid abzutrennen, nimmt man den Niederschlag in Ather auf, 
F wobei das Protagon zuriickbleibt, wahrend die anderen Bestand- 
Dieile i in Lésung gehen. Eine geringe Menge Protagon gewinnt man 
S auch aus den die Glycerinphosphatide enthaltenden atherischen 
' Lisungen, aus welchen die Substanz bei langerem Stehen im Eis- 
c Pschrank sich absetzt. Die Glycerinphosphatide werden aus den 
' p stark eingeengten atherischen bzw. petrolatherischen Lésungen mit 
* Aceton gefallt und die noch in Lésung verbliebenen geringen An- 
B eile durch Fallung mit Calciumchlorid nach W. R. Bloor und 
| R.H. Snider?) abgetrennt. Die Acetonlésungen hinterlassen nach 
| Abdestillieren des Lésungsmittels die Fett- und Cholesterinfraktion. 
© dur Vervollstandigung der Trennung ist die Acetonfiallung der 
a P Gly cerinphosphatide aus atherischer Lésung noch ein- bzw. zweimal 


4 
| wiederholt worden. 





; Dem mit Aceton und Ather extrahierten und feingemahlenen 
” Organpulver entzieht man durch wiederholtes Auskochen mit 
> Chloroform—Methylalkohol (1:8 Volumenteile) den Rest der darin 
> noch vorhandenen Lipoide. Aus der im Vakuum stark eingeengten 


e _ Lisung wird die Substanz mit Aceton gefiillt und durch Ather- 
a behandlung in einen léslichen (Glycerinphosphatid 6,) und einen 


© unlislichen Anteil (Protagon c¢,) zerlegt. In den Niemann-Pick 
} und Tay-Sachs-Fallen war die Menge der Glycerinphosphatide b, 
so klein, daB sie vernachlissigt werden konnte. Das Trocken- 


gewicht des verarbeiteten Organs ergab sich jeweils als Summe der 


ianteeersmsuns: 


Sear eS ae 


' Gewichte des wasserléslichen Extrakts, der Fett- und Cholesterin- 
} fraktion (a), der Glycerinphosphatide b, und des Protagons ¢,. 


*) J. of Biol. Chem. 87, 399 (1930). 
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Fur die Isolierung des Sphingomyelins, der Cerebroside uni : 
der Substanz X kénnen hier nur allgemeine Richtlinien angegeby 
werden, da fast bei jedem einzelnen Fall das Verfahren lejci 
modifiziert werden muBte, um zum Ziel zu kommen, Ks hat iif 
als zweckmaBig erwiesen, die beiden Protagonfraktionen c¢, und ee 
wegen ihrer verschiedenen Zusammensetzung getrennt ay 
zuarbeiten. Aus der Protagonfraktion c, erhalt man die Cerebrosid, 
durch wiederholtes Umkrystallisieren aus Chloroform—Methylalkoho 
das Sphingomyelin aus den Mutterlaugen der Cerebrosidkrystall 
sationen durch Abdestillieren des Lésungsmittels im Vakuuin uni 
Umkrystallisieren des Riickstands aus Pyridin. Bei hohem Sphingo. 
myelingehalt, z. B. bei Niemann-Pick-Gehirnen, empfiehlt « 
sich, umgekehrt zu verfahren und mit dem Umkrystallisieren auf 
Pyridin zu beginnen. Den Cerebrosiden unter Umstianden hartniickiy 
anhaftende Phosphatidreste lassen sich noch durch Umkrystalj. 
sieren aus Kisessig entfernen. Cerebrosidreste, die dem Sphingomyeliy 
beigemengt sind, dagegen entfernt man mit Vorteil durch Adsorp- 
tion an Al,O, (Merck, standardisiert nach Brockmann), wobif 
die Lésung des Sphingomyelins in Petroliither—Alkohol (9:1 \. fy 
lumenteile) durch ein enges, mit dem Al,O, gefiilltes Rohr filtres RP 
wird. Das Sphingomyelin gewinnt man aus dem Filtrat zurich. 

Die Protagonfraktion ¢c, unterscheidet sich von c, dadurch, 
daB sie auBer betrachtlichen Verunreinigungen anderer Art wie 
allem noch die zuckerhaltige Substanz X enthalt. Hier mu8 def 
halb die Trennung in die Einzelbestandteile auch in anderer Wes 
erfolgen, und zwar beginnt man mit der Ausfallung der mit Cai: 
miumacetat aus methylalkoholischer Lésung fallbaren Verunreii- 
gungen. Das iiberschiissige Cadmiumacetat wird aus der Losuny 
mit H,8 entfernt, und das durch Abdampfen des Liésungsmittels m 
Vakuum zuriickgewonnene Produkt in Petrolaéther—Alkohol (9:1 
gelést. Aus der Liésung wird die zuckerhaltige Substanz X wi 
Alkohol gefallt. Zur Vervollstandigung der Trennung muB diese 
letztere Verfahren sowohl mit der Fallung als auch mit den aus de 
alkoholischen Lisung gewonnenen Anteilen mehrmals wiederhol 
werden, wobei jeweils entsprechende Fraktionen zu vereinigen sinl 
Man erhilt auf diese Weise eine P-freie oder doch nahezu P-frer 7 
zuckerhaltige Substanz und eine Sphingomyelinfraktion, die af 
naihernd zuckerfrei ist (Molischsche Reaktion). Die letzten Resttf” 
der zuckerhaltigen Substanz lassen sich ohne Schwierigkeiten mf > 
Hilfe der Adsorptionsmethode entfernen. SchlieBlich wird daf7 
Sphingomyelin noch aus Pyridin umkrystallisiert. a 
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Nach dem Trennungsgang, wie er hier beschrieben wurde, muB 
die mit Alkohol gefallte zuckerhaltige Fraktion neben der Sub- 
stanz X auch die in der urspriinglichen Protagonfraktion c, etwa 
yorhandenen Cerebroside enthalten. Die Abtrennung der letzteren 
kann durch erschépfende Extraktion mit siedend heifbem, 5°/, 


| Wasser enthaltendem Aceton erfolgen, in welchem die Substanz X 
sets * unloslich ist. Jedoch eriibrigt sich diese Trennung in den meisten 
1ylalkoho| ie 


dkrystali- 


@ tion c, sich vorfinden. 


Fillen, da die Cerebroside so gut wie ausschlieBlich in der Frak- 


Milz und Leber. Die Isolierung des Sphingomyelins in den Niemann- 
Pick-Fallen erfolgte nach dem bereits friiher beschriebenen Verfahren’). 


Niemann-Picksche Krankheit 
Zur Untersuchung kamen Gehirn, Leber und Milz eines 


AuBerdem 


Gehirn. — Glycerinphosphatide. I: 3,67 (8,33)°/, P: 
IT: 3,76 (8,70) °/o) P; 2,08 (2,12)°/7 N. Die Spaltung von 11,3 g 


#des Phosphatides I fithrte zu 4,20 g der Fraktion der gesattigten 


4 ‘Fall Freudenberg I 
naus dee e » 

iederholi F = 
: Fall Freudenberg I 


vird dap 


Frisch- und Trockengewicht der verarbeiteten Organteile in Gramm 








| Frisch | Wasserl. | Mit Aceton | 
FIsCa- | Extrak- | 248 Aceton-! und Ather 

: und Ather- | extrahiertes 

tivstoffe | extrakt | Organpulver 


Lipoide 


Trock.- 
Gew. 


gewicht | 
| | 








Gehirn: 
53,2 
78,8 


455 


II 761 


’ ” 


Milz: 
18 

37,1 
33,3 


101 
178 
217 


” ” i 
» Miller (IID . 


Leber: 





80 
66,4 


412 | 
338 || 


4,1 


: ; Il 3.1 


'°) Z. Kinderheilkunde 59, 313 (1937). 
1) Ebenda 59, 476 (1938). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 262 
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Menge der Lipoidfraktionen in Gramm 





























Fett und Glycerin- Protagonfraktion 
Cholesterin | phosphatide +e 
hae Ve. A as 
Gehirn: 

Fall Freudenberg I . 7,5 12,5 4,5 ' 10,0 

- e. : } 14,0 25,2 5,1 19,5 
Milz: 

Fall Freudenberg I . 1,9 2,2 2,4 4,6 
9 be II . | etwa 5,0 4,5 4,3 | 14,2 
» Miller (III)... 4,2 3,8 1,3 5,0 

Leber: 

Fall Freudenberg I . 9,3 13,2 8,5 22,3 

bs * a 11,2 12,8 6,2 27,5 


Die aus den hochungesittigten Fettsaéuren dargestellten Methyl. 
ester wurden im Hochvakuum destilliert. Das Hydrierungsprodukt 
ergab nach der Verseifung 1,31 g Fettsiuren, Schmelzp. 70,5 bis 


71,5°, Aquivalentgew. 329. Die Siure wurde wieder in die Methyl. 4 
ester tbergefiihrt und der Ester aus Methylalkohol umkrystallisiert, FT 
Schmelzp. 52°. Daraus durch Verseifung 0,62g freie Siure, 5 


Schmelzp. 79—79,5°. Aquivalentgew. gef. 338. C,.H,,0, ber. 340. i ao 


Ks lag hier also annéhernd reine Behenséure (Schmelzp. 80,5°) vor. 


Demnach kann nicht bezweifelt werden, dai hochungesittigt: F ' 

ee vd Spd nd > ae OI 

Coy... und C,,...-Siauren vorhanden sind. Vielleicht ist de —. 

/ : nee lich 
friihere negative Befund auf eine nachtragliche Zersetzung def 


hochempfindlichen Sauren wihrend der Aufarbeitung zuriick- 


zufiihren. 


Protagon. I: ¢, 2,79°/, P; 3,7°/) Galaktose. c, 2,42 (2,38)°/, P; Fe 
8,8°/) Galaktose. — IT: ¢, 3,14 (8,15) °/) P; 4,18 (4,85) °/) Galaktose. & a nye 
c, 8,21 (3,28) 9/, P; 2,98 (2,97) °/) N; 5,78 (5,48) °/) Galaktose. - 
Alle Protagonfraktionen zeichnen sich also durch einen hohe f 7 


Phosphor- und einen niederen Zuckergehalt aus. 


Sphingomyelin. So gelang auch die Isolierung von zucker- 4 
freiem Sphingomyelin ohne Schwierigkeiten, und zwar betrug di F 7 


Menge bei I 1,7 (c,) bzw. 1,9 (c,) g, also insgesamt 3,6 g [¢,: 3,52 
(3,98) °/, P; 8,11 (8,17) %N. ¢,: 4,04°/, P; 8,74 (3,77) % N 
bei II 8,2 (c,) bzw. 6,7 (c,) g, also insgesamt 9,9 g[c,: 8,74 (8,79) %/oF: 
2,98 (3,00) °/) N. ¢,: 8,64 (8,74) °/) P; 5,26 (8,18) °/, N. Lignocero: 
sphingomyelin C,,H,,.N,PO, ber. 3.78°/, P; 3,86°/, N. Stearo 
sphingomyelin C,,H,,N.PO, ber. 4,15) P; 38,74°/, N]. Bei de 


eee 
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Bo uckerbestimmung nach H.Loening und H. Thierfelder??) 
| erwiesen sich die Priparate als zuckerfrei. 


Trotz der etwas zu niedrigen Phosphor- und Stickstoffwerte 
er Praparate II, die fiir die Anwesenheit von Lignocerosphingo- 
yelin sprechen, hat die durchgefiihrte Spaltung ergeben, daB es 
ich auch hier, wie in dem bereits untersuchten Fall Baumann, 









v 
r ie 
"2 aes | 


s ‘um fast reines Stearosphingomyelin gehandelt hat. Aus 4,0¢ 

es Praparates c, wurden insgesamt 1,6 g Fettsauremethylester 
4,6 ‘erhalten. Daraus leBen sich nur 0,07 g eines bei 55° schmelzenden 
42 ‘und in Methylalkohol sehr schwer léslichen Esters von den Eigen- 
5,0 Pe schaften des Lignocerinséiuremethylesters abtrennen. Durch ein- 


'“faches Umkrystallisieren der Hauptmenge der Rohsiuren wurden 
2,8 30,7 2 einer praktisch reinen Stearinsiiure erhalten. Schmelzp. 68 
* Phis 6 69°, Aquivalentgew. 283 (283). C,gH3.0. ber. 284. Auch 
y den Mutterlaugen waren nach dem Ergebnis der fraktio- 
nierten Destillation andere Fettsiuren als Stearinsdéure in nennens- 
* werten Mengen nicht vorhanden. (1. Fraktion: 0,21 g, Schmelzp. 62 
bis 64°, Aquivalentgew. 286, Jodzahl 7,8. — 2. Fraktion: 0,12 g, 
eSchmelzp. 61—63°, Aquivalentgew. 290, Jodzahl 9,5.) Etwa 
©vorhandene Palmitinséiure hatte in Fraktion 1 vorhanden sein 
F miissen. Eine Mischprobe mit Palmitinsiure ergab jedoch eine 
‘fF starke Depression (Schmelzp. 55—56°). Nach Jodzahl und Aqui- 
-valentgew. der beiden Séiurefraktionen erscheint die Anwesenheit 
| yvon kleinen Mengen Ol- und Nervonsiure durchaus méglich. Natiir- 
‘Jich besteht auch die Méglichkeit, daB kleinere Mengen Palmitin- 


., — siure vorhanden sind. 
riick: F 








Die gewonnenen Cerebrosidpraparate enthielten durchweg noch 
0), twas Phosphor. Die betriéchtlichen Schwierigkeiten, die hier bei 
tat & der !sohlerung auftraten, sind zweitellos auf den hohen Sphingo- 
ve pryelin- und den niedrigen Cerebrosidgehalt des Protagons zuriick- 
we | )zufithren. Menge der Cerebroside: I 0,6g (14,19/, Galaktose), 
lI 0,46 g (16,4°/, Galaktose). Reine Cerebroside ergeben nach 
‘der Methode von Loening und Thierfelder!2) etwa 19°/, 
ucker F | Galaktose. 
je : __ Substanz X. I: 1,80 g (21,7°/) Galaktose). — IT: 2,16 g (26,5°/, 
/ y Galaktose). Die Substanzen waren nocht nicht phosphorfrei. 
op. : Milz. — Rohsphingomyelin (Protagon). I: c, 3,50°/, P; 3,02°/, N 

0’ F ae, 3,45 (3,31), P; 3,42 (3,33)°/, N. — IL: c, 3,81 (3,71)%/, P; 3,32 (3,39)/, N. — 
or 4 i C, 2,82 (2,91)°/, P; c, 2,76°/, P. Wahrend sich die Praparate I und II 
oi det 





Seager | ee 
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‘*) Diese Z. 77, 202 (1912). 
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ein . Kombinationefall von N temeiansacuaiae Krankheit und Gau ual 
Krankheit vorgelegen haben kénnte, ist demnach kaum gerechtfertigt. 

Gereinigtes Sphingomyelin. Die weitere Reinigung des Rohsphing. F 
myelins wurde nur bei II und III durchgefiihrt. Menge der gereinigten Sy). E_ 
stanz. IT: c, 3,13 g [3,77 (3,87)9/) P; 3,29 (3,33)°/y NJ. cy 9,25 g [3,66 (3,70)°) p. = 
3,19 (3,32)°/, N], also insgesamt 12,4 g. — III: insgesamt 1,2 g. 

Leber. — Rohsphingomyelin (Protagon). I: ¢ 3,589/, P; 2,85 oN. 
c, 3,799/, P; 3,39 (3,51)9/) N. — II: c, 3,66 (3,53)°/, P; 3,13 (3,19)%/ N 38 
(3,80)°/, P; 2,85 (2,80)°/, N. Samtliche Praparate erwiesen sich bei der Picker 
bestimmung nach Loening und Thierfelder als zuckerfrei. 

Gereinigtes Sphingomyelin. I: insgesamt 18,1 g. — II: ¢, 3,6 g¢ [4 
4,27)°/, P; 3,37 (3,34)9/) N. c, 18,5 g [3,87 (3,90)°/) P; 3,41 (3,39)°/, N |, also 
insgesamt 22,1 g. 





Infantile amaurotische Idiotie (Typ Tay-Sachs) 





Das eine der beiden hier untersuchten Tay-Sachs- Gehirn 


ist mir schon vor einigen Jahren vom pathologischen Institut der F vol 
Universitit Basel iibergeben worden. Der Fall ist klinisch vo Re Sel 
Baumann, pathologisch-anatomisch von Scheidegger unter & 
sucht worden. Das histologische Bild zeigt eine groBe Ahnlichkei : 


mit dem ebenfalls von Scheidegger!) untersuchten Niemann- 
Pick-Fall. Alter des Kindes: 20 Monate. — Das andere Gehin 
stammt von einem vor wenigen Monaten in der Disseldorie 
Kinderklinik (Professor Gébel) beobachteten Fall. Alter daf7 
Kindes: 16 Monate. | 


Frisch- und Trockengewicht der verarbeiteten Organteile in Gramm 





Wasserl, Lipoide | Mit Aceton 




















Frisch- Extrak- 2USAgeton-} und Ather Trock: 
gewicht ,.. und Ather-| extrahiertes Gey. 
tivstoffe extrakt | Organpulver| 
Fall Baumann (I) . | 880 17 47,2 | 109 || 1732 [am Sc} 
Gobel (II). . . | 378 11,5 19,5 | 34 | 65,0 ae me 
Menge der Lipoidfraktionen in Gramm a Dic 
a eenayeenemenennaes — ——F@ un 
Fett und Glycerin- Protagonfraktion — © Au 
Cholesterin | phosphatide | ————______—_ -i a So] 
a b, C, | Cy ke 
Fall Baumann (I) . . 17,6 26,1 3.5 | 20,2 
, Gobel (ID... 6,4 11,9 1,2 6,7 











13) Erg. Path. 30, 269 (1936). 
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. Glycerinphosphatide. I: 2,77 (2,75)°/, P; 1,67°/, N. — II: 2,74 

cerhaltig Pe (2,73) P; 2,99 (2,95)°/, N 
stra a Protagon. I: c, 1,24%, P 13,0°/, Galaktose 
pica 3 ec, 1,71 (1,66)°/) P 14,7°/, Galaktose 

er. ee 
xt. II: c, 2,23°/, P 2,379/, N 11,3°/, Galaktose 
sphingo, c, 1,63 (1,579/,) P 2,83 (2,90)9/, N 16,9°/, Galaktose 
en Sub. 


Bei einem verhaltnisméBig niedrigen Phosphorgehalt sind 


70)9) Ps 
demnach die Zuckerwerte des Tay-Sachs-Protagons iiber doppelt 








™ o\ BE so hoch als die des Nieman n-Pick-Protagons. Da sich auBberdem 
ty die Cerebroside praktisch vollstindig in ¢,, die Substanz X aus- 
‘schlieBlich im Protagon ¢, vorfindet, ergibt sich aus den vorliegen- 
-¢ [4298 den Zahlen, daB die Menge der Substanz X den Cerebrosidgehalt 
N], alo 2 um das Fiinffache wbertrifft 
: Menge der Substanz X_—_ 
boa ee 7 5) 
chine Sphingomyelin. Die Substanz war bei I nur sehr schwierig 
ut dee 8 Vollig zuckerfrei zu erhalten, bei II machte die Reinigung weniger 
h vo es Schwierigkeiten. Menge der zuckerfreien Substanz. I: 0,63 g 
unter fem [4.02°/, P; 3,03 (3,09) °/)N]. II: 0,70 g [3,78 (3,71) °/, P; 3,74 
chkeit em (3,67) °/o NJ]. Die Spaltung von 0,36 g (I) fihrte zu 0,16 g Fett- 
nann-@ 2 Sduremethylester (Jodzahl 5,5). Die daraus nach Abtrennung 
Tehim ! .cmer Spur Lignocerinséure gewonnene freie Séure hatte das 
dort @ Aquivalentgew. 280. Schmelzp. 55—56°. Es handelte sich wohl 
de um eime Gemisch von Palmitin- und Stearinséure. Wenn aus 


‘diesem Sphingomyelinpraiparat demnach keine reine Stearinsiure 
m erhalten war, so rihrt dies wohl von beigemengten ather- 
 unloslichen Glycerinphosphatiden her, die sich auch in dem niedrigen 
_ \-Wert des Priparats bemerkbar machen. 


Cerebroside. I: ¢, 1,06 g (18,4°/) Galaktose). II: c, 0,1 g 
/(22,3°/) Galaktose). 
3 Bei der hydrolytischen Spaltung der Substanz I mit 16°/,iger 
1132 F | Schwefelsiure erfolgt keine Kohleabscheidung, so daB eine Bei- 
/ mengung von zuckerhaltiger Substanz X nicht in Frage kommt. 
Die Spaltung von 0,45 g fihrte zu 0,20 g Fettsiuremethylester, 
——f und zwar zu 0,12 g gesittigten und 0,08 ¢ ungesittigten Estern. 


| i 
nm & 
: 
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Bm a Aus den gesittigten Estern wurden 0,1 g Cerebronsiure erhalten. 
, -a Schmelzp. 97—98° (nicht umkrystallisiert) bzw. 100—101° (um- 


—=[ | krystallisiert). Die Cerebroside des Tay-Sachs-Gehirns diirften 
sich demnach nicht wesentlich von denen des Normalgehirns 
unterscheiden. 
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Substanz X. I: cy 7,42 g [2,68 (2,59) %/y N; 26,38°/, Galaktose) fem & 
IT: e, 2,71 g [2,84 (2,87) °/) N; 30,1°/, Galaktose]. Beide Pri. 
parate enthalten noch etwas Phosphor, den sie hartnickig fest. [B7 pa 
halten. Die Entfernung dieser phosphorhaltigen Verunreiniguy J Bi 
war mit groBen Verlusten verbunden. Am besten bewahrte ic B > ™ 
folgendes Verfahren: Die in dem 10fachen Volumen Athylalkohd ; 
geléste Substanz wird mit etwa 30 Volumenteilen einer alkoholisch. §— . 
waBrigen Lésung von basischem Bleiacetat (1 Volumenteil basische 
Bleiacetat und 10 Volumenteile Alkohol) gefallt. Den abzentyi. 
fugierten und in Methylalkohol fein suspendierten Niederschlay 
zerlegt man in der Siedehitze mit Schwefelwasserstoff. Nach de 
Abtrennung des gefallten Bleisulfids krystallisiert die Substanz an — 
der stark eingeengten methylalkoholischen Lésung aus. Dif 
Fallung wird durch Zugabe von Aceton vervollstindigt und def 
kérnige Niederschlag abgesaugt. Ausbeute: 30-—40°/, des Au-— 
gangsmaterials. 

Zur Analyse wurde die noch eine Spur P enthaltende Substanz bei 60! 
im Hochvakuum iiber P,O, getrocknet. £ 

I: 4,634 mg Subst.: 10,050 mg CO,, 3,830 mg H,O. — 15,964 (20,748) m FE 
Subst.: 2,87 (3,70) com n/100-HCl. — 0,0770 g Subst.: 4,90 cem KMn0, 7 
(Zuckerbestimmung nach H. Loening und H. Thierfelder). — 1 cem KMn), a 
entspricht 9,36 mg Cu. ® 
Anderes Praparat von I: 4,719 mg Subst.: 10,170 mg CO, und 3,920 m 








- Gef. C 59,15 H9,24 N 2,52 (2,50)  Galaktose 31,7 : 
, 58,78 —,, 9,30. . 
Rein weife Substanz, die aus Alkohol in stark doppelbrechen: i zu 
den Spharolythen mit radiaérer Struktur krystallisiert. Schmelz. F © ¢:. 
unscharf bei etwa 195° unter Zersetzung nach vorangegangent BF q;, 
Braunfarbung. Die Substanz lost sich in Wasser klar auf. Lislicl F 7 
ist sie auBerdem in Pyridin und in etwas Chloroform enthaltenden F 7 
Methylalkohol, unldslich in Aceton und Ather. Sie gibt die Bial. F | — 
sche Orcinreaktion mit roter Farbe und kann mit waBriger Saur f= 
nicht hydrolytisch gespalten werden, ohne daB starke Zersetzunyf 7 
unter Kohleabscheidung auftritt. Die Substanz hat ausgesproche. F ™ 
saure Kigenschaften. Die wifrige Lésung reagiert gegen Lackmu f © " 
stark sauer. 


Bei der Spaltung von 0,81 g Substanz mit 6°/,iger methylalkoholischerH( f ~ 
durch 5stiindiges Erhitzen auf 100° im Bombenrohr wurden 0,17 g Fettsaure F © 
methylester erhalten. Jodzahl 11. Schmelzp. 32°. Der Methylester lést sit) e 
in der etwa 20fachen Menge Methylalkohol, ohne daB beim Abkihlen af] 


Zimmertemperatur eine Abscheidung erfolgt. Cerebronsiure und Lignocerit: a 
siure fehlen demnach in diesem zuckerhaltigen Lipoid. — Ausdem Ester wut | | 









Beitriige zur Chemie der Lipoidosen 141 





rktosel < eine bei 64° schmelzende Saurefraktion erhalten, in der wohl im wesentlichen 

“Be  Stearinsaure vorgelegen haben diirfte. — Aus dem nach Entfernen der Fettsiuren 
le Pri. > verbleibenden Spaltgemisch wurde das in absolutem Alkohol schwer lésliche 
lg fest. Pa Bariumsalz einer wasserléslichen organischen Saéure abgetrennt, welches die 
© Bialsche Orcinreaktion mit roter Farbe gibt, und welches beim Erhitzen 
7 mit verdiinnter Mineralsiure unter Kohleabscheidung zerstért wird. Auch 
' beim Erhitzen der waBrigen Lésung der freien Saure tritt bereits Zersetzung 
* ein. — Die als weiteres Spaltprodukt auftretende stickstoffhaltige Base wurde 


inigung 
te Sich 
alkohol 












10lisch- . als in Alkohol schwerlésliches Sulfat abgeschieden. Schmelzp. 220° (unter Zers.). 

sisches 4 (C,<H;,NO,),"H,SO, Ber. N 4,02  Gef. N 3,50. 

zentn. ie Die endgiiltige Charakterisierung der Spaltprodukte ist vorlaufig noch 

rschlay - ‘nicht méglich. Es soll dariiber bei anderer Gelegenheit berichtet werden. 

ch der 

NZ alls E Juvenile amaurotische Idiotie 

Dr 4 (Experimentell bearbeitet von Frl. EK. Schumann) 

nd der Q Herr Professor Sjévall, Lund, hatte die groBe Freundlich- 

Ss Aus B © keit, mir aus dem reichen Material, das ihm zur Verfiigung steht, 
Gehirnteile von 4 Fallen zu iiberlassen. Bei I handelt es sich um 

bei 6B "ein 17jahriges Madchen (direkte Todesursache: rezidivierende 





: 4 Nephritis mit uramischer Colitis), bei IT um ein 16jahriges Madchen 
48) mz BS (direkte Todesursache: Bronchopneumonie), bei III um einen 


ses 


Kn, '16jahrigen Knaben (direkte Todesursache: héimorrhagische Herd- 
oe "> pneumonien) und bei IV wieder um ein 16jahriges Madchen 
920 m @  (direkte Todesursache: eitrige Bronchitis mit Herdpneumonien). 





a Das Gehirn des fiinften Falles (15 jahriges Madchen) ist mir 
'}vom pathologischen Institut Géttingen auf Veranlassung von 
' Herrn Professor Beumer, der den Fall klinisch beobachtet hat, 
oohell |) mugeschickt worden. Zur Verarbeitung kam hier eine in Formol 
nel}. FY fixierte Gehirnhalfte. Nach ausgiebigem Wiassern derselben erfolgte 




















ane . . . . . 
now die Aufarbeitung wie bei den Frischorganen. 
JOSIC) Bes 
ndeti : Frisch- und Trockengewicht der verarbeiteten Organteile in Gramm 
Bial: 3 cmt en anno et ne : se a ee are arenes emer 
Siur Fe | | Wasserl. - Lipoide | Mit Aceton | 
laa 5 Frisch- | Extrak- aus Aceton-| und Ather | Trock.- 
— “cowie ines Ather- | extrahiertes | Gey. 
ochen a - x ! tivstoffe | extrakt | Organpulver | 
kms § a eee T Sa ieee en ra hs 1% eomecrren erin: ang 
p Fall Sjovall I... | 287 | 92] 17,5 | 26,9 || 53,6 
| : eee ee | ee 
er HC! : » I... | 300 | 86] 224 | 8839 | 64,9 
siue IV... | 800 | 80{ 198 | 982,38 60,1 
t sich me Beumer (Vy. . | — | ca. 9%) | 15,1 | 35,8 59,9 
n aul om m" | | ) | 
ceri: : *) Nicht bestimmt, da Gehirn in Formol fixiert. Mittelwert von I bis IV 


wurde om eingesetzt. 
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Menge der Lipoidfraktionen in Gramm 























Fett und Glycerinphosphatide Protagonfraktion 

Cholesterin leew ee rita 
a b, | b, C, | ts 
Fall Sjévall I. . 7,8 1,4 4,6 2,3 2,8 
a — ear 7,1 6,8 2,3 a8 | 2 
- = oa 8,2 11,3 1,5 | «@& 
“a _, ae 6,9 10,4 2,5 25 | 45 
- Beumer (Vv) . 6,4 3.3%) 1,5 54 | 1,7 


*) Der niedrige Wert ist durch die Formolfixierung des Organs verursacht. 


Fett und Cholesterin. I: 0,41 (0,42)°/, N; 1,16 (1,12)°/, Glycerin. — 
IT: 0,53°/, N; 1,83 (1,75)°/, Glycerin. — III: 0,58 (0,48)°/, N; 1,43 (1,59), 
Glycerin. — IV: 0,50 (0,45)°/) N; 1,86 (2,16)°/, Glycerin. — V: 0,10 (0,12), N; 
1,09 (1,06)°/, Glycerin. 

Glycerinphosphatide. b,: I 3,42 (3,45)°/, P; 2,08 (1,95)°/, N; 8,4 
(8,64)°/, Glycerin. — IT 2,91 (3,27)°/, P; 2,15 (2,11)°/, N; 7,74 (7,86)°/, Glycerin 
3,88 (3,91)%/) Galaktose. — III 2,85 (2,77)°/, P; 1,85 (1,90)%/) N; 7,95 (7,35), 
Glycerin; 3,8 (3,5)°/) Galaktose. — IV 3,22 (3,10)°/, P; 1,86 (1,82) 0): 
7,08 (7,70)°/, Glycerin; 2,3 (2,4)°/, Galaktose. — V 2,40 (2,39)9/, P; 1,71 
(1,67)°/, N; 6,71 (6,32)°/, Glycerin; 3,36 (4,01)°/, Galaktose. 

b,: I 3,50 (3,63)°/, P; 3,10 (3,35)9/, N; 8,75 (8,71)°/, Glycerin. — 
II 3,58 (3,67)°/, P; 2,96 (3,02)°/, N; 8,88 (8,96)°/, Glycerin; 0,80°/, Galaktose. — 
IIT 3,21 (3,16)°/, P; 3 , N; 8,68 (8 phy Glycerin; 1,3 (0,6)°/, Galaktose. — 
IV 3,56 (3,54)°/) P; 2,93 (2,95)°/, N; 8,04 (7,96)9/, Glycerin; 0,6 (0,1)°/,Galak. 
tose. Die Glycerinbestimmungen wurden nach der neuen Methode von 
G. Blix!) ausgefiihrt. Reine Glycerinphosphatide enthalten 10—11°/, Gly- 
cerin. 


Protagon. ¢: 11,67 (1,71)°/, P; 2,26 (2,24)°/) N; 3,02 (3,12)°/, Glycerin; 


10,2/, Galaktose. — II 1,32%,P; 1,99%N; 3,14 (3,25)%/y Glycerin; 95 
(10,3)°/, Galaktose. — III 1,67°/, P; 2,02°/, N; 2,98 (3,08)°/, Glycerin; 9,8°, Be 


Galaktose. — IV 1,44°/, P; 1,98°/, N; 2,66 (2,86)°/, Glycerin; 10,9°/, Galaktose. 
— V 1,36 (1,45)°/, P; 1,77 (1,75)°/, N; 10,62 (10,70)°/, Galaktose. 

cy: I 2,28 (2,27)°/, P; 3,45 (3,46)°/, N; 7,49/, Galaktose. — II 2,54°), P; 
3,66°/, N; 5,07 (5,18)°/, Glycerin; 6,94 (6,64)°/, Galaktose. — III 2,279, P: 
3,40 (3,38)°/, N; 4,37 (4,63)°/, Glycerin; 8,2°/, Galaktose. — IV 2,08%, P; 
3,549/, N; 3,90 (4,14)°/, Glycerin; 7,1°/, Galaktose. — V 2.62 (2,65)°/, P: 
2,94 (2,89)°/, N; 11,40 (10,55)°/, Galaktose. 


Wie in den Tay-Sachs-Gehirnen kann auch hier auf Grund 4 


der Zuckergehalte der Priparate c, und c¢, das Verhiltnis 


Menge der Substanz X 
‘Menge der Cerebroside 


errechnet werden. Es ergeben sich im Fall IV bzw. V die Werte ! 


baw. 0,2. Die Werte fir die 3 iibrigen Fille liegen dazwischen. 4 





14) Mikrochem. Acta 1, 75 (1937). 
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per groBe Unterschied gegeniiber den Tay-Sachs-Fiallen ist 






















itn fl S,ffensichtlich. Es ware zu priifen, ob bei den einzelnen Fallen 
ee Fler juvenilen Form die Verschiebung dieses Verhiltnisses zugunsten 
Cy . er Substanz X im Zusammenhang steht mit dem Grad der 
7" 3 ‘Ausbreitung des Krankheitsprozesses 1m Gehirn. 
2.5 ; : Sphingomyelin. I: insgesamt 0,58 g. — II: c, 0,42 g 7 27 (3,27)°/, P; 
4,8 773,01 (3,05)°/) N; 4,24 (4,35)°/, Glycerin], c, 0,35 g [3, 93 (3,97) a), P; 3,19 
4,5 . 45.18)"/ Z N; 3,85 (3,52) a: Glycerin], also insgesamt 0,77 gz. — ILI: ¢, 0,46 ¢ 
1,7 271 (2,73)%/) P; 2,90 (2,82)°/) N; 6,38 (6,90)°/, Glycerin], c, 0,27 g [3,56 
acht. ri P; 3,04 (3,01) “ N; 2,30 (2,33)°/, Glycerin], also insgesamt 0,73 g. — 
Pav: c, 0,49 g 2 02 (3 ag Ps 3,64 (3,74)°/, N; 4,63 (4,87)°/, Glycerin], 
rin. — fe 1c 0, 46 g [3,52 (3,56 "h P; 2,92 (2,90)°/, N; 2,75 pail Glycerin], also ins- 
1,59), [Pemgesamt 0,95 g. — V: il2e¢ sr c, 0,2 g [4,27 (4,22)%/, P; 3,45 (3,42)9/, N; 
2)9/, I; 70,90%/, Glycerin], also Sei 1,4 g. 
ba Praparat ¢, von III war noch etwas zuckerhaltig. Alle tibrigen Praparate 
N; 8.50 waren vollig zuckerfrei oder gaben die Zuckerreaktion nur noch andeutungs- 
'ycerin; JE weise (Molischsche Reaktion). Das noch zuckerhaltige Praiparat c, von III 
7,35)", [ =zeichnet sich durch seinen auffallend hohen Glyceringehalt aus. Es diirfte 
2) %y 2 Y; t zu einem wesentlichen Teil aus atherunléslichen Glycerinphosphatiden bestehen. 
’; 1,7] B Auch in den anderen Praparaten macht sich ein Gehalt an Glycerinphosphatiden 
dieser Art deutlich bemerkbar. Nur.das Praparat c, von V kann nach dem 
— _ Analysenergebnis als Sphingomyelin von befriedigendem Reinheitsgrad an- 
“ose. — [EB gesprochen werden. 
Ose. — Cerebroside. I: c, 0,67 g. — II: ec, 1,1 g (16,6°/, Galaktose). — IIT: 
Galak- , 1,2 g (15,2°/, Galaktose). —IV: c, 0,70 g (14,6°/, Galaktose). — V: c, 1,35 g 
e von 18,3 (18,2)°/, Galaktose]. 
/o Gly. Die Praparate I, Il und V enthalten noch eine Spur P; III und IV 
sind P-frei. Der niedrige Zuckergehalt der letzteren diirfte auf eine Beimengung 
ycerin; yon Lignoceryl-sphingosin oder ahnlichen Substanzen zuriickzufiihren sein. 
1; 98 ‘Sie wurden an entsprechender Stelle vor kurzem von K. Schuwirth*) im 
vhiesigen Institut bei der Untersuchung von Normalgehirn aufgefunden und 





a isoliert. 
2 Substanz X. I: ce, 0,12 g. — II: c, 0,58 g. — IIE: ec, 2,18 g [13,3 
+ (13,4)°/, Galaktose].— IV: ce, 1 “50 g [17,6 (17,3)°/, Galaktose]. — V: c, 0,42 g 





10)? 

1), P; 16,7°/, Galaktose). 

07 PE Samtliche Praparate waren noch stark phosphorhaltig. Auf Grund des 

)°/, P; F = Zuckergehalts kann angenommen werden, da die Menge der Substanz X 
bei IIL bzw. IV baw. V etwa 1,0 bzw. 0,7 bzw. 0,2 g betragt. 

rund 





: Dem Deutschen Forschungsrat danke ich fiir die zur Durch- 
+ tuhrung dieser Untersuchung bereitgestellten Mittel. 
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Beitrage zum Carboligaseproblem*) 
Von 


Béla Tanké und L&szl6 Munk 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. November 1939) 


Bodnar und Bernauer’) fanden bei ihren Untersuchunge 
iiber postmortale Pflanzenatmung, daB zum Erbsenmehlbrei 21. 
gesetzter Acetaldehyd zum Teil — auf nicht enzymatischen Wege— 
in Acetaldol umgewandelt wird und dabei weniger Alkohol ent. 


steht als ohne Acetaldehyd. Da die ,,carboligatische“ Synthese des re 


Acetoins aus zugesetztem und naszierendem Acetaldehyd bei der 


Hefe von Neuberg und Reinfurth’) bereits beschrieben worde & 


war, schien es wahrscheinlich, diese Hemmung der Alkoholbilduy 
auBer auf eine Giftwirkung des Acetaldehyds auch darauf zuriick- 
zufiihren, daB ein Teil des naszierenden Aldehyds vom zugesetzten 
abgefangen wurde; auf Acetoin wurde jedoch damals nicht gepriift 
Erst vor einigen Jahren wurden die Versuche auf Anregung vo 
Prof. Bodnar erneut aufgenommen und iiber den Nachweis der 
Acetoinsynthese aus Acetaldehyd durch Erbsenmehlbrei vorliufg 
schon im April 1937 berichtet’). Spiter veréffentlichte auch 
Tomiyasu‘*) seine Versuche iiber Acetoinsynthese aus Acet- 
aldehyd im Sojabohnenkeimbrei, im Extrakt desselben und aucl 
im Sojabohnenmehl (vgl. dort auch friihere Literaturangaben ibe 
Acetoin in héheren Pflanzen). 

Der eigentliche Zweck unserer Untersuchungen lag nicht 10 
sehr im Nachweis einer Synthese des Acetoins in héheren Pflanzen, 
die ja auf Grund des lingst bewiesenen Vorhandenseins det 
Carboxylase in héheren Pflanzen [Literatur vgl. bei Bodnar’) 
gemaB Dirscherls®) Auffassung von vornherein anzunehmen war, 
sondern viel mehr darin, an unserem Versuchsobjekt die umstrittene 
Frage der Existenz einer selbstindigen ,,Carboligase“ zu_priifen. 





*) Uber die Ergebnisse dieser Arbeit wurde von einem von uns (1! 
auf der Tagung der Ungarischen physiologischen Gesellschaft in Keszthely 


am 9. Juni 1939 kurz berichtet. Vgl. Referat Ber. Physiol. 114, 677 (1939) F 
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Diese Frage haben vor kurzem einerseits Tomiyasu’), andererseits 


*pirscherl und Sch6llig’) diskutiert (beziiglich friiherer Literatur vgl. die 


letztzitierten Arbeiten dieser Forscher). Tomiyasu will mit Hefe ohne Selbst- 


‘girung, d.h. ohne eigenes Kohlenhydrat, bzw. entsprechendes, CO, liefern- 
> des Zwischenprodukt eine Acetoinbildung aus zugesetztem Acetaldehyd allein 
‘heobachtet haben. Seiner Meinung nach wiire dies der Beweis dafiir, daf 
die Acetoinsynthese unabhingig von etwaiger gleichzeitiger carboxylatischer 


Spaltung unter Wirkung einer selbstindigen Carboligase verliuft. Die Car- 
poligase ist also nicht nur ein von der Carboxylase verschiedenes Enzym, 
sondern sie ist auch tiberhaupt nicht auf die Mitwirkung der Carboxylase 
(Lieferung naszierender Aldehyde) angewiesen. 
Tomiyasus Ergebnisse sind nach Dirscherl und Sché6llig metho- 
schen Fehlern zuzuschreiben. Sie fanden niimlich, da8 Acetoin aus zu- 


gesetztem Acetaldehyd bei der Hefe nie ohne gleichzeitige CO,-Bildung, d. h. 


)Decarboxylierung entsteht, nur kann das Gegenteil vorgetiiuscht werden, 


falls man infolge mangelhafter Methodik die geringfiigige CO,-Bildung in 
Ls der Hefe ,,ohne Selbstgirung“ vermiBt. Bei Hefen, die wirklich keine Selbst- 
\girung aufwiesen, konnten Dirscherl und Schéllig tatsiichlich keine 
Bildung von Acetoin aus zugesetztem Acetaldehyd finden. 


Die von Verteidigern der Carboligase als beweiskriftig angesehenen 


> Befunde Hofmanns®) mit «-Ketovaleriansiure, sowie Stepanow und 


ilduny 


uriick- 
setzten 
epriitt 
1g vo 
is der 


auch 


ANZeL, 


} 
4 


ittene 


zthely é 
(1939). 4 


Kusins’) beziiglich der Hitzeinaktivierung von Carboligase und Carboxylase 


"} wurden bereits von Dirscherl'"'*) widerlegt. Als eine Stiitze der Theorie 


einer selbstiindigen Carboligase diirfte aber der Befund Stepanow und 


> Kusins") gelten, wonach bei Trockenhefe durch Zugabe von 10 °/, Chloro- 
"> form die Acetoinbildung vollstindig, die Carboxylasewirkung dagegen kaum 
"+ gehemmt wurde. Dieser Unterschied in der Hemmbarkeit, wenn auch nicht 
[80 ausgepriigt, wurde von Dirscherl"') auch selbst bestiitigt. 


Ks schien uns interessant, diese umstrittene Frage an den 


rlaufe ji Samenmehlen als Versuchsobjekt zu priifen. Zuerst stellten wir 
1 die optimalen Bedingungen der Acetoinbildung fest, dann unter- 


Ace @ a Suchten wir, wie weit eine Parallelitit zwischen Acetoinbildung 
auc) & U4 Alkoholproduktion bzw. Carboxylasewirkung besteht. Besondere 
+ aiber a Aufmerksamkeit richteten wir auf die Wirkung von Toluol und 
Chloroform, um zu priifen, in welchem Verhiltnis die Acetoin- 


sht 0 . bildung und die Carboxylasewirkung gehemmt werden. SchlieBlich 
'>fihrten wir auch Versuche in Gegenwart von Fluorid und Mono- 


i : jodacetat durch, deren Angriffspunkte beim Hemmen des Kohlen- 
vari | 2ydratabbaus in den letzten Jahren eingehend studiert worden sind 
war #2") 2B. Meyerhof und KieBling'’)]. Wichtig ist es, daB von 
diesen beiden Hemmungsstoffen die Carboxylase nicht gehemmt 
viifen . wird*): ihre Wirkung auf die Acetoinbildung wurde aber unseres 

_— Wissens bisher weder an héheren Pflanzen, noch an anderen Ver- 


ns (1) 


*) Der Beweis hierfiir wurde schon von C. Neuberg und N.N. Iwanoff 
‘Biochem. Z. 67, 1 (1914)] erbracht, vgl. auch J. Bodnar’), 
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suchsobjekten untersucht. Auch lag es nahe, den Kohlenhydra. & 
abbau des Erbsenmehles durch Fluorid, oder Jodacetat zu hemme,F 7wo! 
und an diesem, etwa der Hefe ,ohne Selbstgirung“ ‘ihnliche [310 
Objekt zu prifen, ob aus zugesetztem Aldehyd allein Acetoiy M93" 
gebildet wird? ul 
Die auch aut tierische Organe ausgedehnten Versuche iibe — ~ 
die optische Aktivitét des gebildeten Acetoins werden aus dey or 
hiesigen Institut an einer anderen Stelle mitgeteilt. Wir fande, junc 
es nicht nétig, auf diese Frage hier einzugehen, da die optisch: [Ri ¥rei 
Aktivitit des Acetoins auch unseres Erachtens nicht an die Existen, fF die 
einer selbstindigen Carboligase gekniipft zu sein braucht, sonder e] 
laut Dirscherl und Schéllig*) auch dann erklirlich ist, wen Ta 
man die Acetoinbildung nur als eine Folge der Carboxylase. B+ 
wirkung betrachtet. pm/ 
Versuchsteil ; 
Als Versuchsmaterial diente Erbsensamenmehl nach Bodnir' 
bereitet. Die Versuche wurden teils mit Acetaldehyd, teils mi 
Acetaldehyd + Pyruvinat durchgefiihrt. Ohne Zusatz von Acetal. 
dehyd wird kein Acetoin gebildet, bei Zusatz von Pyruvinat allei 
nur Spuren davon. Da die Samenmehle Starke in reichliche 
Mengen enthalten, wurde kein Kohlenhydrat zugesetzt. Die Alkohol. 
und CO,-Ausscheidung der Samenmehle ist bekanntlich in dicken 
Brei [vgl. Bodnar und Hoffner’*)] am starksten, wir fanden aber, 
daB die Ausbeute an Acetoin gréBer wird, wenn man das Mell — © 
in mehr Fliissigkeit suspendiert, weil dann mehr Acetaldehyd w-§ © 
gesetzt werden kann, ohne daf seine Konzentration zu stark def 
Kohlenhydratabbau hemmt. Laut Daten der Tab. I*) ist es anf =— 
giinstigsten, wenn auf 1g Mehl 7,5 ccm Volum genommen wif | 


Tabelle I 


KinfluB der Verdiinnung und der Acetaldehydkonzentration co 
auf die Acetoinbildung 


Jeder Ansatz enthielt 4g Erbsenmehl, Phosphatpuffer, Acetaldehyd i : 



























der angegebenen Konzentration und 0,2°/, des angegebenen Gesamtvolum: 4 Da 
an Toluol. Versuchsdauer 36 Stunden. | fe 
— mseraeuenenseeenentenguepeeneneenenioenenrenenenteenonetetsenteeere : a 

Gennuensiins ecm am | 20 | 30 | 40 . a 

| Pion 

Aldehyd °, 0,1510,4010,77 1,16 | 0,05/0,15!0,40(0,77 0,05 0,1510,40,0,1 Bei 
Acetoin mg . ae 2.0 16,0 |5,9 2,9 0,7 |3,1 1 |7,0 /3,8 0,9 B2 5.2 13,1 : ~ 
. pra 


*) In simtlichen Tab. sind die Versuchsergebnisse auf 1 g Samenmeh: | qi 
berechnet. se 
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hy 

eal ‘worin nebst Phosphatpuffer 0,4°/, Acetaldehyd enthalten ist. Von 

nliche [JeeTomiyasu‘) wurde bei Sojabohnenmehl das 10 fache Volum und 

Acetoi, Jf 3°/) Acetaldehyd gebraucht: tiber Versuche mit anderen Verdiin- 
ynungen und Aldehydkonzentrationen liegt kein Bericht vor. 

1e tiher 7 Bei der optimal befundenen Verdiinnung und Acetaldehyd- 

us dey konzentration variierten wir dann die Konzentration des Pyruvinats, 


fandey und fanden eine Konzentration von m/10-Na-Pyruvinat schon hin- 
ptisch: fe areichend: weitere Steigerung hatte keinen besonderen Kinflu8 auf 














xisten [edie Acetoinbildung. Gepuffert wurde mit Phosphat: der optimale 

onden «Bereich der Wasserstoffionenkonzentration geht aus den Daten der 

, wenn fee Tab. II hervor. Durch Gebrauch von so viel Phosphat (Na,HPO, 

xylase. [JF 9+ KH,PO,), daB die Endkonzentration in der Gesamtfliissigkeit 

[3 betrug, konnte die Wasserstoffionenkonzentration auch wahrend 

| 16 Stunden innerhalb 0,1 p,-Kinh. konstant gehalten werden*). In 

art ee ‘ihnlich gepufferten Versuchen priiften wir auch den EinfluB det 

7. .. |e Wasserstoflionenkonzentration auf die Carboxylasewirkung. Acetoin- 

Js mit a ' ; ?; .; ies 

s aatal und CO,-Bildung zeigen beide ein Optimum bei etwa p,, 6,8, also 

ties i der schwach sauren Seite des Neutralpunktes. 

4 Tabelle II 

om KinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die Acetoinbildung 

und auf die Carboxylasewirkung 
ene Die Ansiitze enthielten bei den Acetoinversuchen je 4g Erbsenmehl, 





m/3-Phosphat, 0,4°/, Acetaldehyd, m/10-Na- Pyruvinat und 0,2°/, Toluol in 











yd zu: 30cem Gesamtvolum, bei den CO, -Versuchen j je 1 g Erbsenmehl, m/3-Phosphat 
rk der und m/10-Na-Pyruvinat in 7,5 ccm Gesamtvolum, 
oS all ee: — re 
ou) oe P= 
wird, a Wasserstoffionenkonzentration i 
: a 5,5 6,3 | 6,8 7,3 
B Acetoin ne uh fede... . .... 1 86 |] oa | 78] 52 
#CO,mg nach 8Stunden.......... 8,6 | 16,9 | 19,6 | 14,5 
hyd in | 
volun fem Zum py-Optimum der Acetoinbildung liegen in der Literatur keine 


: Daten vor. Die Pufferung erfolgte z. B. in Giresiert und Schélligs "’) 
. Tiiivrcsinialiies nach Neuberg*’) mit Kaliumacetat, in Tomiyasus Ver- 
_ suchen sowohl bei Hefe’), als auch beim pflanzlichen Material‘) mit Phos- 
“| phat vom py 6,2—6,4. Uber den EinfluB verschiedener Wasserstoff- 
| @ ionenkonzentrationen werden keine Angaben gemacht. Fiir die Carboxylase 
"EUR bei Hefe wird laut Neuberg und Kobel'*) der Bereich von po 4—6 als 
poptimal betrachtet. Uber das pq-Optimum der Decarboxylierung in héheren 
 Pilanzen sind in der Literatur keine Daten zu finden. 


*) Gemessen mit der Chinhydronelektrode in der Suspension selbst. 
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Aus den eigenen Versuchsergebnissen interessiert uns besondey, 
der Befund, daB die p,-Optima der Acetoin- und der CO,-Bildung 
in demselben Bereich liegen. Die Bedeutung dieser Daten michte, 
wir nicht tiberschatzen; etwa dasselbe p,, wurde namlich von dey 
einen von uns?*) auch fiir die Phosphorylierung im Erbsenmehlbre; 
optimal gefunden und unsere, hier nicht naher beschriebenen Ver. 
suche tberzeugten uns davon, da derselbe p,,-Bereich auch fir 
die Alkoholbildung des Erbsenmehlbreies am giinstigsten ist. Dag 
Carboxylase und Carboligase identisch seien, darf aus dem Zn. 
sammenfallen ihrer p,,-Optima nicht gefolgert werden: eine selb. 
stiindige Carboligase diirfte wohl beim selben p,, am aktivsten 
wirken, gleichgiiltig ob sie auf Mitwirkung der Carboxylase an. 
gewiesen ist oder nicht. Unser Befund spricht aber auch nicht 
gegen die Identitat der Carboligase und Carboxylase: eine ver. 
schiedene p,-Abhiangigkeit der CO,- und Acetoinbildung wiire im 
Sinne Dirscherls Auffassung jedenfalls nicht so leicht erklirlich. 

In unseren tibrigen Versuchen, wo es nicht auf strenge Kin- 
haltung des p,, ankam, haben wir nicht so hohe Phosphatkon- 
zentration angewandt, sondern nur 20 mg P auf je 1g Mehl ge. 
nommen, was einer Endkonzentration von etwa m/11 entsprach. 
Das p,, sank vom Anfangswert 6,8 innerhalb 36 Stunden auf 6) 
ab, es wurde also nicht wihrend der ganzen Versuchszeit bei der 
optimalen Wasserstoffionenkonzentration gearbeitet; dies machte 
aber nicht viel aus, da das Optimum ziemlich flach ist und anderer- 
seits durch héhere Phosphatkonzentrationen schon eine merkliche 
Hemmung des Kohlenhydratabbaus und auch der Acetoinbildung 
erfolgt. 

Als Desinfizienz wurde bei den linger als 8 Stunden dauern- 
den Versuchen Toluol gebraucht, obwohl auch ohne Toluol keine 
bakterielle Infektion beobachtet wurde: wahrscheinlich reichte in 
diesen Fallen die antiseptische Wirkung des Acetaldehyds selbst 
aus. In Tab. III sind die Daten betreffs der hemmenden Wirkung 
zunehmender Toluolkonzentrationen mitgeteilt. Im Verhiiltnis zum 
Versuch ohne Toluol betrug die Hemmung bei der von Tomiyasu 


und auch von uns gebrauchten Konzentration von 0,2°/, schon 


24°/,, bei der Konzentration von 2,6°/, dagegen 57°/,. In Einklang 
mit Tomiyasus Befund an Hefe hemmt 1°/, Toluol auch bel 
Erbsenmehl um etwa die Hilfte. 

Vergleicht man unsere unter optimalen Bedingungen erhal- 
tenen Acetoinausbeuten mit Tomiyasus‘) Daten, so ergibt sich, 
da8 1g Erbsenmehl mit Acetaldehyd und 0,2°/, Toluol in 36 Stdu. 
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itmal so viel Acetoin (7 mg) bildet wie in ’omiyasus Versuch 
'1g Sojabohnenmehl wihrend 24 Stunden (1 mg); bei Zusatz von 
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Pyruvinat wird die Ausbeute sogar auf 16,5 mg/g Mehl gesteigert. 
Selbst auch diese Zahlen bleiben stark hinter den bei Hefe er- 


‘niltlichen zuriick, wo z. B. 1g frische Hefe in 30 Stunden 350 mg 
‘Tomiyasu’)], 1g Trockenhefe in 1'/, Stunden 18mg Acetoin 


. 


|(Dirscherl und Schéllig*)] bilden. 


Tabelle III 
Einflu8 des Toluols auf die Acetoinbildung 
Die Ansiitze enthielten je 4g Erbsenmehl, Phosphatpuffer, 0,4°/, Acet- 


aldehyd und die angegebene Menge Toluol in 30 ccm Gesamtvolum. Ver- 
suchsdauer 36 Stunden. 








Toluol °/, | — | O1 | O2 | 04 | 08 | 1,8 | 2,6 
fAcetoinmg ...... 94] 82 | 71 | 5,9 | 52 | 45 | 40 
sHemmung%/, .... . — | 18 24 37 15 52. | «57 


Schon die Hemmung durch Toluol erméglichte einen Bei- 


‘trag zum Carboligaseproblem. Wir priften auch die Wirkung 
‘von Toluol auf die Alkohol- und CO,-Bildung des Erbsenmehles 
‘ohne Acetaldehyd- und Pyruvinatzusatz, sowie seinen HinfluB auf 
‘die carboxylatische Wirkung in Gegenwart von Pyruvinat. Aus 
| den Daten der Tab. IV (Nr. 1 und 2) geht hervor, dab mit 2,6°/, 
| Toluol um 64 baw. 73°/, weniger Alkohol bzw. CO, gebildet 
wird als ohne Toluol. Der Grad dieser Hemmung steht mit der 
| Abnahme der Acetoinbildung bei derselben Toluolkonzentration 
' in Gegenwart von Acetaldehyd um 57°/, (vgl. Tab. III) im Ein- 
'klang. Daraus folgt, daB das Toluol schon vor der Acetoin- 


: synthese auf den Kohlenhydratabbau einwirkt: die Acetoinbildung 
_ wird in dem MaBe herabgesetzt, wie durch Kohlenhydratabbau 
| Brenztraubensiure bzw. naszierendes Acetaldehyd geliefert werden. 


' DaB es nicht die Carboxylase selbst ist, die durch Toluol ge- 


' hemmt wird, geht aus dem Versuch hervor, wo nach Zusatz von 
| Pyruvinat nur eine Hemmung der CO,-Bildung um 18°/, durch 
| Toluol erfolgte (vgl. Tab. IV, Nr. 3). Zieht man die CO,-Werte 
' der Versuche mit (Nr. 8) und ohne Pyruvinat (Nr. 2) voneinander 
© ab, so folgt, daB das zugesetzte Pyruvinat mit Toluol besser 


z ausgentitzt wird (9,9mg CO,) als ohne Toluol (7,4g CO,); was 


" aber die Acetoinbildung betrifft, so ist es die gesamte CO,- 
» Sildung, auf die es ankommt, gleichgiiltig, wie viel dabei aus 


e 
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dem eigenen oder zugesetztem Pyruvinat stammt. Auf Grund 
von Bodnar und Hoffners?*) Beobachtungen darf wohl ap. 
genommen werden, daB bei der Atmung des Erbsenmehlbreie, 
Acetaldehyd und CO, in aquimolekularen Mengen, d. h. also beik 
aus dem Pyruvinat gebildet werden, die CO,-Bildung gibt den. 
nach ein ziemlich genaues MaS der intermediar entstehendey 
naszierenden Aldehyde an. Wie nun aus Tab. V ersichtlich, wirj 
die Acetoinbildung bei gleichzeitigem Zusatz von Aldehyd unj 
Pyruyinat durch 0,2 bzw. 2,6°/, Toluol im Vergleich zum Ver. 
such ohne Toluol nur um 6 bzw. 16°/, gehemmt. 


Tabelle IV 


Einflu8 des Toluols auf die Alkohol- und CO,-Bildung, 
sowie auf die Zersetzung des Pyruvinats 


Die Ansiitze enthielten bei Nr. 1 und 2 je 1,5g Erbsenmehl und 
Phosphatpuffer in 7,5 cem Gesamtvolum, bei Nr. 3 0,8 g Erbsenmehl, Phos. 
phatpuffer und m/10-Pyruvinat in 6 cem Gesamtvolum. Versuchszeit 6 Stdn, 





1 2 3 

















Versuch Nr. 

Alkohol mg CO, mg CO, mg 
Ohne Toluol . . 7,3 7,7 15,1 
Mit 2,6°/, Toluol 1,8 2,5 12,4 
Hemmung °/, . 75 68 18 





Tabelle V 


EinfluB des Toluols auf die Acetoinbildung in Gegenwart 
von Acetaldehyd und Pyruvinat 


Die Ansiitze enthielten je 4 g Erbsenmehl, 0,4°/, Acetaldehyd, m 10- 
Pyruvinat und die angegebene Menge Toluol in 30cem Gesamtvolum. Ver 
suchsdauer 36 Stunden. 





Toluol °/, | "i | 0,2 | 2.6 
Acetoin mg. 17,6 16,5 14,8 
Hemmung °/, . - 16 


Zusammenfassend liBt sich also sagen, dal die Hemmunsg 
der Acetoinbildung durch Toluol sowohl ohne (57°/,), als auch 
mit Pyruvinatzusatz (16°/,) parallel mit der Hemmung der CU,- 
Bildung (64 bzw. 18°/,) verliuft. Die Acetoinsynthese hing 


somit quantitativ von der Carboxylasewirkung, oder wenn keit 
Pyruvinat zugesetzt wird, von der Geschwindigkeit ab, mit det 
das Kohlenhydrat bis zu Pyruvinat abgebaut wird. 
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| Befunde waren durch Annahme einer selbstindigen ,,Carboligase“ 


— die dazu noch nicht auf naszierendes Aldehyd angewiesen 


| sein sollte — schwer erklirlich. 


In unseren Versuchen mit Chloroform beobachteten wir diese 


| auffallende Parallelitat zwischen CO,- und Acetoinbildung schon 
; nicht mehr. 
| Decarboxylierung, in Ansiitzen mit Zusatz von Acetaldehyd + 
| Pyruvinat die Bildung des Acetoins verfolgt. Da die Chloroform- 
| konzentration von 10°/,, die in Stepanow und Kusins?°) und 
‘auch in Dirscherls}!) Versuchen mit Trockenhefe verwendet 


In Ansitzen mit Zusatz von Pyruvinat wurde die 


' wurde, in unserem Fall nicht nur die Acetoin-, sondern auch die 


- form zu. 


CO,-Bildung vollkommen verhinderte, setzten wir weniger Chloro- 


Wie aus den Daten der Tab. VI ersichtlich, wurde im 


| Vergleich zu den Versuchen ohne Chloroform die CO,- bzw. Ace- 
' toinbildung durch 0,5°/, Chloroform um 32 bzw. 53°/,, durch 


'1°/, Chloroform um 59 bzw. 83°/, gehemmt. In Gegenwart von 
| 2°), Chloroform konnte kein Acetoin nachgewiesen werden, ob- 


wohl die CO,-Bildung nicht vollig (um 82°/,) herabgesetzt war. 


Tabelle VI 


KinfluB des Chloroforms auf die Carboxylasewirkung 
und auf die Acetoinbildung 


Die Ansiitze enthielten bei den CO,-Versuchen je 0,8g Erbsenmehl, 


1 Phosphatpuffer und m/10-Pyruvinat in 6 cem Gesamtvolum, bei den Acetoin- 
' versuchen je 4g Erbsenmehl, Phosphatpuffer, 0,4°/, Acetaldehyd, m/10- 


: Pyruvinat und 0,2°/, Toluol in 80cem Gesamtvolum. 


Chloroform wie an- 




















F gegeben. 

Chloroform °/, — 0,5 1 2 
| CO, mg nach 8 Stunden. . 11,0 7,5 4,5 2,0 
' Acetoin mg nach 86 Stunden . 17,0 8,0 2,8 
| Hemmung der CO,-Bildung °/, . =: 32 59 82 
| Hemmung der Acetoinbildung °/, . 53 83 100 


Allerdings driicken diese Daten nicht einmal eine Verschie- 


denheit solchen Grades aus, wie sie aus Dirscherls Versuchen 
' hervorgeht, wo durch 10°/, Chloroform die Hemmung der CO,- 


' baw. Acetoinbildung im Vergleich zur Kontrolle zB. 28 bzw. 
| 72°/,, oder 20 bzw. 69°/,, oder sogar 6 bzw. 68°/, betrug. Noch 
| Weniger diirfte man also aus unseren Daten auf die Existenz 
' einer selbstiindigen ,,Carboligase* schlieBen. Die einfache An- 


 nahme, daB die acetoinbildende Fahigkeit einer und derselben 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 262 11 
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Carboxylase durch Chloroform mehr geschidigt wird als ihre de. 
carboxylierende Fiahigkeit, wire jedoch nicht richtig, denn die 
Acetoinbildung ist im Sinne Dirscherls schon ein sekundire;. 
chemischer Vorgang, der durch Chloroform eine viel stiirkere 
Hemmung erleiden darf als der primaire enzymatische Vorgang 
die Decarboxylierung. Dirscher1*’) erbrachte den Beweis, dag 
in Chloroform als Lésungsmittel die rein chemische Acetoin- 
bildung ausbleibt (Bestrahlungsversuche): hieraus darf vielleicht 
gefolgert werden, daB Chloroformzusatz auch die in wibrigen 
Medium erfolgende Kondensation ungiinstig beeinfluBt. Jeden. 
falls gelten unsere Versuche keineswegs als Beweise fiir die Ver- 
schiedenheit der Carboxylase und der ,,Carboligase“. 


Zu unseren Versuchen betreffs Wirkung des Toluols und Chloroforms 
sei bemerkt — was sonst auch aus den Tabellen hervorgeht — da wir 
aus methodischen Griinden die Kohlensiiure nach viel kiirzeren Versuchs- 
zeiten bestimmt haben als das Acetoin. Es kam uns aber nicht darauf an, 
wie viel aus den der gebildeten Kohlensiure entsprechenden Mengen Acet- 
aldehyd zu Acetoin kondensiert wird, sondern auf den gleichen oder ver- 
schiedenen Grad der Hemmung im Vergleich zum Versuch ohne Toluol 
bzw. Chloroform. Eben die Parallelitit der Abnahme (in °/,) der Kohlen- 
siure und des Acetoins unter dem EinfluB des Toluols beweist, da8 die 
Divergenz in ihnlich durchgefiihrten Versuchen mit Chloroform nicht der 
Methodik zuzuschreiben ist. 


Was die Wirkung des Fluorids und Jodacetats betrifit, so 
stellten wir zundchst fest, dab die Alkoholbildung des Erbsen- 
mehles ohne Aldehyd- und Pyruvinatzusatz von beiden Stoffen 
(in der Verdiinnung von m/5U0) fast vollig gehemmt wird: die 
Versuchsergebnisse sind in Tab. VII dargestellt. Dieser Befund 
steht mit der von dem einen von uns?%) beobachteten Hemmung 
der Phosphorylierung durch Fluorid und Monochloracetat in Kin- 
klang. Aus Daten der Tab. VIII geht ferner hervor, da die 
Carboxylase selbst von beiden Hemmungsstoffen nur wenig be- 
eintrichtigt wird: gegenitiber der starken (81 bzw. 83 °/,) Hemmung 
ohne Pyruvinat wird in seiner Gegenwart nur um 6 bzw. 13°), 
weniger CO, gebildet als im Kontrollversuch. Dementsprechend 
fanden wir in Versuchen der Tab. IX die Acetoinbildung mit 
Aldehyd allein stark herabgesetzt, mit Aldehyd + Pyruvinat da- 
gegen kaum, bzw. durch Jodacetat nur wenig beeinfluBt. Aus 
diesen Zusammenhingen geht hervor, daB sich die ,,Carboligase* 
selbst — falls geniigend Pyruvinat zur Verfiigung steht — geget- 
iiber beiden Hemmungsstoffen ahnlich wie Carboxylase verbilt. 
Nimmt man aber an, daB sie fertiges Acetaldehyd kondensiert, 
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Tabelle VII 


Einflu8 des Fluorids und Jodacetats auf die Alkoholbildung 


Die Ansiitze enthielten je 2g Erbsenmehl, Phosphatpuffer und 0,2 °/, 
| Toluol in 4cem Gesamtvolum. Versuchsdauer 24 Stunden. 








Zusatz von m/500 














Alkohol mg 


Hemmung °/, . . . 





0,8 | 20,1 


Tabelle VIII 


J odacetat | — 


Einflu8 des Fluorids und Jodacetats auf die CO,-Bildung 


mit und ohne Pyruvinat 


Die Ansiitze enthielten je 0,8 g Erbsenmehl, Phosphatpuffer und die 


| angegebenen Zusitze (Konzentration der Hemmungstoffe m/500, des Pyru- 
| vinats m/10) in 6cem Gesamtvolum. Versuchsdauer 3 Stunden. 








Fluorid \Jodacetat | | 


Fluorid \Jodacetat | alt 








Zusatz von 


'CO,mg ... 1.6 
| Hemmung °/, . 6 





_mit ini snatonanill 








ohne vials 


0,9 “2 10 | 5,3 
83 | 81 | — 


'so erhebt sich die Frage, warum wird sie so stark gehemmt, 
wenn nur solches, aber kein Pyruvinat zugesetzt wird? Ohne 


p die Kinschrankung, daB die ,,Carboligase“ auf nascierenden Aldehyd 
‘ angewiesen ist, kinnte man sich dann die Existenz eines von der 
B Carhurytane verschiedenen Enzyms nicht vorstellen. Sobald aber 
| diese Kinschrankung getroffen ist, stéBt man auf die von Dirscherl 


} erbrachten Beweise, daB die Anualime solch einer ,,Carboligase“ 


» schon iiberfliissig ist, weil nascierende Aldehyde unter geeigneten 
| Umstiinden ohne irgendein Enzym zu Acetoin kondensieren. Die 
| Verteidigung der Existenz einer ,,Carboligase“ wiirde wirklich nur 
' durch Nachweis der enzymatischen Acetoinbildung aus fertigem 


» Aldehyd gelingen. 


Gerade an diesem Punkt wollten wir das Problem auch mit 


; g Hilfe des Fluorids und Jodacetats priifen. Unser Versuch Nr. 1 


in Tab. IX kénnte vielleicht im Sinne Tomiyasus so gedeutet 


‘ icin, daB hier eine Acetoinbildung aus zugesetztem Aldehyd 
4 p exolgt, da durch die Hemmungsstoffe die intermediare Bildung 


'Yon Pyruvinat unterdriickt war. DaB solche Deutung nicht den 


: B Tatsachen entspricht, geht schon aus Tab. 1X hervor, wonach die 
e CO,-Bildung nicht vollstindig gehemmt wird: auf Grund der 
E § berechtigten Annahme [vgl. Bodnar und Hoffner?*)], daB auch 


an? 
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diese kleinen Kohlensiuremengen aus Pyruvinat stammen, ent. 


spricht nimlich jedem gebildeten CO, ein nascierendes Accetal 
dehyd. Die Deutung in Tomiyasus Sinne wire nur dann mig. 
lich, falls mehr Acetoin entsteht, als sich aus der gleichzeitig 
eebildeten Kohlensiure berechnen liBt. Um diese quantitative 
Verhaltnisse zu priifen, bestimmten wir diesmal die Kohlensiure 
und das Acetoin in demselben Ansatz. 


Tabelle IX 


EinfluB des Fluorids und Jodacetats auf die Acetoinbildung 
mit und ohne Pyruvinat 
Die Ansitze enthielten je 4g Erbsenmehl, Phosphatpuffer, 0,4 °/, Acet. 
aldehyd, 0,2°/, Toluol und die angegebenen Zusitze (Konzentrationen wie 
in Tab. VIII) in 30 cem Gesamtvolum. Versuchsdauer 36 Stunden. 




















‘Fluorid Jodacet tat — Fluorid -|Jodacetat | — 
Zusatz von aneenen 
mit Pyruvina ut ohne Pyravinat 
" : wey Ta ite: pereeoume: 
CO, mg ...]| 140 | 11,6 14,4 7 1,6 5,2 
Hemmung . ae 2,8 | 19 — 64 65 








Tabelle X 


Bildung von CO, und Acetoin in Gegenwart von Fluorid bzw. Jodacetat 
ohne Pyruvinatzusatz: Bestimmungen in demselben Ansatz 


Die Ansitze enthielten je 1,5 g Erbsenmehl, Phosphatpuffer, 0,4’, 
Acetaldehyd und die angegebenen Zusiitze. Versuchsdauer 8 Stunden. 








Zusatz von m/500 Fluorid Jodacetat 


: C05, Acetoin CO, Acetoin 
Gebildet mg a ce NN | 
1,8 1,7 1,7 1,3 








Laut Daten der Tab. X wurden in Gegenwart yon m/50l- 
Fluorid 1,8 mg CO, gebildet; 1,8 mg CO, entsprechen 1,8 mg 
Acetaldehyd, woraus mit dem Ul yerschuB an zugesetzten Aldehyd 
theoretisch maximal 3,6 mg Acetoin gebildet werden konnten. — 
Gefunden wurden aber nur 1,7 mg Acetoin. Der Verbrauch wit 
Jodacetat ergab ubnliches: statt der 1,7 mg CO, entsprechendet 
theoretisch maximalen Acetoinmenge von 3,4 mg wurden nu 
1,3 mg gebildet. In beiden Fallen entstand also viel weniger (4! 
bzw. 38 °/, d. Th.) Acetoin, als sich aus der gleichzeitig erfolgte! 
Decarboxylierung berechnen lift. Die Annahme, daB die in Gegel 
wart der beiden Hemmungsstoffe entstandenen kleinen Acetoit 
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mengen aus dem zugesetzten stabilen Aldehyd gebildet worden 
seien, ist also falsch. 
Methodik 


Das Erbsenmehl wurde nach Bodnar’) aus reifen Markterbsen be- 
reitet [vgl. Tank6"), sowie Bodnar und Tank6*)). Zur Darstellung von 
Na-Pyruvinat wurde in Vakuum rektifizierte reine Brenztraubensiure mit 
der berechneten Menge alkoholischer n-NaOQH-Lésung bei Eiskilte behandelt, 
das niedergeschlagene Na-Salz auf der Nutsche mit Alkohol gewaschen, im 
Vakuum tiber H,SO, getrocknet und im Eisschrank aufbewahrt. Aus reinem 


Acetaldehyd wurde eine Stammlésung (etwa 2M) bereitet und im Kis- 
' schrank aufbewahrt. 


Die Phosphatpuffer wurden aus analysenreinem 
KH,PO, und Na,HPO, bereitet und wo nicht anders angegeben, auf 


| py = 6,8 eingestellt und davon 20 mg P auf je 1g Mehl genommen. Die 
 Jodessigsiure wurde mit NaHCO, neutralisiert. 


Die Zusammensetzung der verschiedenen Versuchsansitze sowie die 
Versuchsdauer geht aus den Tabellen hervor. Die Versuche wurden bei 32° 
durchgefiihrt. Weitere Einzelheiten seien im folgenden angegeben. Zur 
Untersuchung der Kohlensiurebildung wurden die Versuche in War- 


burgschen Respirometern (Inhalt etwa 45—50 cem) eingestellt, nach Ablauf 


der Versuchszeit aus dem SeitengefiB 0,7 ccm 30°/,iger Schwefelsiure ein- 
gekippt, 830 Minuten lang geschiittelt, dann das EinsatzgefiBchen samt dem 
mit Lauge getriinkten Papier*) in das von F. B. Straub”) beschriebene 
GefiB iibergefiihrt und im weiteren auf die in Prof. Szent-Gyérgyis La- 
boratorium iibliche Weise verfahren. Titriert wurde mit n/2-HCl. Durch 
die Menge des beim Verfahren gebrauchten Barytwassers (2 ccm, entsprechend 
etwa 1,6 cem n/2-HCl) war der Bestimmungsbereich begrenzt, so daB bei 
1,5—0,8 g Mehl als Versuchsdauer 3—8 Stunden gewahlit wurden. Die 
Kontrollwerte zur Ermittlung des CO,-Gehalts des Mehles und der Zusiitze 
zu Versuchsbeginn wurden bei jedem Versuch beriicksichtigt, bzw. in Abzug 
gebracht. Sollte das Acetoin und CO, in demselben Ansatz bestimmt 
werden (Tab. X), so wurde der Inhalt von drei parallel eingestellten Respiro- 
metern — nachdem das CO, durch Siure ausgetrieben, bzw. von Lauge 
gebunden war — nach Abkiihlen vereinigt, und das Acetoin auf iibliche 
Weise (vgl. unten) bestimmt. 

Sollte in den Ansitzen nur die Acetoinbildung untersucht werden, 
so wurden die Versuche in Stépselflaschen von 100 ccm mit je 4g Mehl 
eingestellt. Die Versuchsdauer war meistens 86 Stunden, da nach unseren 
Erfahrungen nach lingerer Zeit nicht viel mehr Acetoin gebildet wurde: 
eine Abnahme des gebildeten Acetoins nach lingeren Versuchszeiten (bis 
72 Stunden) beobachteten wir nicht. Die EnteiweiBung der Proben erfolgte 
mit Trichloressigsiure [vg]. Bodnar und Tank6*)]. Ein aliquoter Teil des 
Filtrats wurde nach Dirscherls*) Vorschrift mit FeCl, destilliert und das 
Destillat unter Eiskiihlung aufgefangen, das dabei aus der Trichloressig- 
sdure entstandene, sonst iiberhaupt nicht stérende [vg]. Dirscher1'*)] Chloro- 
form (etwa 0,4 cem bei 100 cem Filtrat) durch Filtrieren entfernt, dann 

*) Ein entsprechend befestigtes EinsatzgefiBchen (18 mm hoch, 9 mm 
Durchmesser) wurde von innen mit Filtrierpapier bekleidet und unmittelbar 
vor Gebrauch 4 Tropfen CO,-freier 40°/,iger KOH-Liésung zugesetzt. 
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ohne FeCl, nochmals destilliert und in diesem zweiten Destillat das Diacety| 
mit der bekannten Methode von Lemoigne-Van Nie] nach Dirschey}; 
Vorschrift bestimmt. Diese einstufige anreichernde Destillation fanden wi; 
wegen der groBen Verdiinnung des Acetoins im trichloressigsauren Filtra 
nétig. Das Ni-Dimethylglyoxim wurde auf Glasfiltertiegel Schott 10 G3 
filtriert. Die Umrechnung auf Acetoin erfolgte mit Hilfe des von Dirsche;| 
ermittelten und auch von Tomiyasu bestitigten Faktors (Acetoin = \j. 
Dimethylglyoxim x 0,61 x 1,18). 

Um die Alkoholbildung zu untersuchen, wurden die Versuche jn 
Pulverglasern eingestellt: da weder Acetaldehyd, noch Pyruvinat zugesetzt 
war, hat sich auch kein Acetoin gebildet, so daB der Alkohol auf die yoy 
Bodnar und Tank6o”') beschriebene Weise bestimmt werden konnte. 

In verschiedenen Ansitzen versuchten wir neben Acetoin auch Butylen- 
glykol nachzuweisen, konnten es aber nicht auffinden. 


Zusammenfassung 


1. Es wurden die optimalen Bedingungen der Acetoinbildung 
durch Erbsenmehl untersucht. Die p,,-Optima der Decarboxylierung 
von Pyruvinat und der Synthese von Acetoin stimmen iiberein. 


2. Die Frage der Existenz einer selbstandigen ,,Carboligase‘, 
die nach Tomiyasu aus fertigem Acetaldehyd Acetoin bilden 
sollte, wurde am Erbsenmehl als Versuchsobjekt gepriift. a) Wird 
Acetaldehyd, aber kein Pyruvinat zugesetzt, so wird die Acetoin- 
bildung durch die Geschwindigkeit limitiert, mit der das Kohlen- 
hydrat bis Pyruvinat abgebaut wird: setzt man aber auch Pyruvinat 
hinzu, so hangt die Acetoinsynthese nur von der Decarboxylierung 
des Pyruvinats ab (Hemmungsversuche mit Toluol). b) Der Unter- 
schied zwischen der Hemmbarkeit der Decarboxylierung und der 
Acetoinsynthese durch Chloroform ist nicht so ausgepriigt, dab 
man daraus auf Verschiedenheit der Carboxylase und der ,,Carboli- 
gase“ schlieBen diirfte. c) Falls Pyruvinat reichlich zur Verfiigung 
steht, wird durch Fluorid oder Jodacetat die Acetoinbildung ebenso 
schwach gehemmt, wie die Carboxylase selbst, wihrend der Ge- 
samtabbau des Kohlenhydrats und auch die Acetoinsynthese ohne 
Pyruvinatzusatz von beiden Hemmungsstoffen stark unterdriickt 
wird. d) Die bei Acetaldehydzusatz in Gegenwart von Fluorid 
oder Jodacetat gebildete kleine Acetoinmengen sind nicht aui 
Synthese aus fertigem Acetaldehyd durch ,,Carboligase* zuriick- 
zufiihren, wie sich dies durch gleichzeitige Bestimmung der ge- 
bildeten Kohlensiiure beweisen |abt. 


3. Unsere Versuche sprechen fiir die Richtigkeit der Theorie 
Dirscherls, wonach es keine ,,Carboligase“ gibt und die Acetoin- 
bildung nur als Folge der Decarboxylierung zu betrachten ist. 
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Beitrige zum Carboligaseproblem 
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Uber eine Fluorescenzanalyse des Menschenharns 
Von 
W. Koschara, S. von der Seipen und P. A. Aldred 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. November 1939) 


Menschenharn zeigt im ‘T'ageslicht keine Fluorescenz.  Seit 
es die Beobachtung im ultravioletten Licht gibt, das auch dort 
Fluorescenzerscheinungen aufdeckt, wo das Tageslicht versagt, 
kennt man eine blaue Luminescenz des Harns. Sie ist meist ein 
stumpfes Blau, wenig eindrucksvoll. Die blau fluorescierenden 
Substanzen des Menschenharns sind im wesentlichen unbekannt. 
Versuche, sie durch Fluorescenzspektroskopie zu identifizieren, 
beschreibt von dem Borne’); isoliert wurde bisher lediglich das 
Uropterin’). Da es sich bei der Harnfluorescenz mit Sicherheit 
um eine zusammengesetzte Luminescenz handelt, und da sie ferner 
von anderen Harninhaltstoffen stark beeinfluBt wird, scheint es 
aussichtslos, durch Messung der Fluorescenz im nativen Harn bei 
verschiedenen Zustinden des Organismus brauchbare Zusammen- 
hinge aufzudecken. Bei diesem Sachverhalt, der bei manchen 
anderen natiirlichen Substraten ebenfalls vorliegt, ist eine Aus- 
wertung von Fluorescenzerscheinungen dann erst méglich, wenn 
sich durch Wahl eines geeigneten p,, oder durch Fraktionierung 
eine typische Fluorescenz herausschilen laBt. Die Kombination 
beider Verfahren haben W. Koschara und A. Hrubesch?) be- 
nutzt, um die Fluorescenz eines regelmiBigen Harnbestandteils, 
des Uropterins, zu bestimmen. Es bleibt dahingestellt, wie weit 
die nach der umstindlichen Reinigung beobachtete Fluorescenz 
mit der Nativfluorescenz des Harns in Zusammenhang gebracht 
werden darf, wie weit in der gesamten Fluorescenz des Harns 


) Acta med. scand. (Schwed.) 97, 311 (1938). 
*) Koschara, Diese Z. 240, 127 (1936). 
». Diese Z. 258, 39 (1939). 
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‘die des Uropterins, wenn auch nur zu einem kleinen Teil, mit 
‘sichtbar wird. 
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Die hier mitzuteilende Fluorescenzanalyse ist entstanden 


‘aus dem Bemiihen, die umstiindliche Uropterinbestimmung nach 
-Koschara und Hrubesch zu vereinfachen, um so eine hand- 
Fiche Methode zu schaffen, mit deren Hilfe der physiologischen 
' Bedeutung des Uropterins‘) weiter nachgegangen werden kann. 
‘Das Ergebnis ist nicht eigentlich eine Uropterinbestimmungs- 
'methode, sondern die Messung einer Fluorescenz, in der die 
'Summe von mehreren fluorescierenden Substanzen, darunter auch 
‘das Uropterin, erfaBt wird. Erst die weitere Feststellung, dab 
‘die Uropterinfluorescenz einen anni&hernd konstanten Bruchteil 
‘der Gesamtfluorescenz ausmacht, stempelt die Fluorescenzanalyse 
‘m einer Uropterinbestimmung. Eine Analyse nach der alten 
F Methode braucht 3—4 Stunden, die neue Fluorescenzanalyse 
idauert 15 Minuten. In der Einfachheit und der Schnelligkeit 
‘der Ausfiihrung liegen die groBen Vorteile der neuen Arbeitsweise. 


Wenn man Menschenharn mit Aktivkohle verriihrt, so werden 


fast alle Farbstoffe des Harns adsorbiert. Kocht man die ge- 


waschene Kohle mit stark verdiinnter Natronlauge zur Elution 


Faus, so erhalt man Extrakte, die schon im Tageslicht eine 
deutliche blaue bis griinblaue Fluorescenz zeigen. Uropterin ist 
-ausgezeichnet durch Fluorescenzmaximum in diinnen Alkalien 
(n/50-Natronlauge oder Soda). Mit dem Versuch ist also dargetan, 
'daB einmal heiBe, verdiinnte Alkalien ein ausgezeichnetes Elutions- 
| mittel sind fir jene Farbstoffe, die in verdiinntem alkalischem 
| Milieu fluorescieren wie das Uropterin und daB zum andern das 
| Elutionsmittel sehr spezifisch wirkt und nur sehr wenig Begleit- 
farbe mit herauslést, die die Tageslichtfluorescenz nicht verdecken 
‘kann. Dieser einfache Versuch wird erginzt durch die Fest- 
| stellung, daB reines Uropterin, dem Menschenharn zugesetzt, nach 
_ Adsorption an Kohle und Elution mit dinner Natronlauge quanti- 
_tativ im Eluat sich wiederfindet. So war einer einfachen Uro- 
_ pterinanalyse der Weg gewiesen. 


Die Fluorescenz im Natronlaugeeluat folgt in der p,-Ab- 


| hingigkeit dem Uropterin. Allerdings ist nicht alles, was fluores- 
cert, Uropterin. Das wird schon bei der Betrachtung unter der 
3 Quarzlampe deutlich: das Kohleeluat fluoresciert rein hellblau, 
| Uropterin von gleicher Konzentration dagegen blaugriin. An 


') W. Koschara u. H. Haug, Diese Z. 259, 97 (1939). 
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reinem Uropterin ist festgestellt, daB es aus n/10-salzsaure 
Lésung an Bleicherde vollstindig adsorbiert und durch WaBriges 
Pyridin mit 80°/,iger Ausbeute eluiert werden kann. Dieses 
Verhalten, zusammen mit der in Soda blaugriinen Fluorescen;, 
kennzeichnet den Farbstoff hinreichend. Wir haben in 74 Fille) 
mit der Bleicherdeadsorption gepriift, welcher Bruchteil der Fluores. 
cenz im Kohleeluat dem Uropterin zukommt. Dieser Bruchteil 
in Prozenten ausgedriickt, ist nach der Haufigkeit in Tab. 1 anf. 
gefiihrt. In der Mehrzahl der Fille liegt der Bruchteil zwische, 








Tabelle 1 
Prozente der Fluorescenz 
des Bleicherdeeluats Anzahl der Fille 
vom Kohleeluat 
0—10 1 
11—30 2 
31—35 13 
36—40 17 
41—45 16 
46—50 9 
51—55 h 
56—60 7 
61—65 4 





31 und 50°/,, d. h. die Fluorescenz im Kohleeluat besteht in de 
Regel zu einem Drittel bis zur Hailfte aus Uropterin. Die Regel 
bedeutet praktisch, daB die Fluorescenz im Kohleeluat ein grobes 
Ma8 fiir den Uropteringehalt des Harns ist. Sie wirft ferner die 
Frage auf, ob das Uropterin und die Restfluorescenz zusammet- 
hangen. Den oder die Farbstoffe, die fir die Restfluoresceu 
verantwortlich sind, haben wir noch nicht isoliert. Wahrscheinlich 
sind sie Spaltprodukte des Uropterins, die entweder im Organismus 
oder bei der Aufarbeitung des Harns mit Kohle entstehen. 

Der niedrigste Wert der Tab. 1 lag bei 7°/,. Es handelte 
sich um einen Fall von Lymphogranulom, der im Kohleeluat 
die starkste Fluorescenz unter 350 Analysen aufwies. Ob hier 
ein Analysenfehler oder Stérung durch Medikament vorliegt, mul 
dahingestellt bleiben. Man lernt hieraus, daB insbesondere bei 
auffallenden Fluorescenzwerten des Kohleeluats eine anschliefente 
Bleicherdeadsorption notwendig ist. Sicherlich bedeutet sie eine 
Verfeinerung der Analyse, die bei gréBerem Material und bel 
Kenntnis des Zusammevhangs zwischen Uropterin und der Rest- 
fluorescenz wahrscheinlich fruchtbar werden wird. Doch liegt eine 
solche Verfeinerung nicht im Plan dieser Arbeit. 
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' Die Fluorescenzmessung im Kohleeluat geschieht in der 
‘ablichen Anordnung. Die Intensitéit kann in beliebigen Einheiten 
‘ausgedriickt werden. Wir berechnen die Fluorescenz als Uropterin 
‘und nennen die so gewonnene Zahl ,,F-Zahl“, d. h. Fluorescenz- 
‘ahl. Die F-Zahl eines Harns bezeichnet die Fluorescenzstiirke 
‘im Kohleeluat als Milligramm Uropterin ausgedriickt. Ein Harn 
' (Tagesmenge) hat die F-Zahl 7 bedeutet: er fluoresciert nach Auf- 
‘arbeitung mit Kohle so stark, als ob er 7 mg Uropterin in der 
'Tagesmenge enthielte. Bei dieser Festlegung ist es notwendig, 
‘das Uranglas im Stufenphotometer mit Uropterin zu eichen. Reines 
Uropterin ist schwer darzustellen. Deshalb haben wir im Ver- 
suchsteil angegeben, wie man mit Chininsulfat das Uranglas auf 
Uropterinwerte eicht. Es ist der Zweck der vorliegenden Unter- 
' suchung, zur Messung der F-Zahl anzuregen, und die Bedingungen 
‘zr Messung so zu wahlen, daB sie mit wenigen Hilfsmitteln in 
‘jeder Klinik zu reproduzieren sind. Die Aufarbeitung des Harns 
‘ist denkbar einfach; die Messung der Fluorescenz erfordert aller- 
‘dings Stufenphotometer und Quarzlampe. Indes ist heute wohl 
in jeder modernen Klinik eine Apparatur zur Fluorescenzmessung 
‘vorhanden, sei es, daB Porphyrine, Lactoflavin, B,, sei es, daB 
‘andere fluorescierende Substrate bestimmt werden. Fehlt ein 
in der | Stufenphotometer, so kann in Vergleichsréhrchen die F-Zahl unter 
» Regel der Quarzlampe geschitzt werden. 
Die F-Zahl] eines normalen Tagesharns betrigt 7—9. Davon 
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agi vist 1/,—1/, =3—4 mg als echtes Uropterin anzusprechen. Die 
mmen  2te Methode von Koschara und Hrubesch hatte zu einer Tages- 
rescent fa ausscheidung von 1 mg beim Normalen gefiihrt. Der Unterschied 
einlich @ 12 den Werten ist durch die verlustreiche, umstandliche Auf- 
nismus | arbeitung der alten Arbeitsweise hinreichend geklart. Der Uro- 
: | pterinwert der neuen Methode ist also etwa 3mal so hoch wie 
wadalis “der alte, die F-Zahl 7—9mal groBer als der alte Uropteringehalt. 
leelust B AufschluBreich ist ein Vergleich der Fluorescenz im Hain und 


bh hier im Kohleeluat: das Kohleeluat fluoresciert unter vergleichbaren 
t, mub " Bedingungen 2—3 mal so stark wie der Harn, aus dem es erhalten 
sre bei @ Wurde. Es ist wahrscheinlich, daB diese Flnorescenzsteigerang 
ofende We P durch Entfernung léschender Farbstoffe zustande kommt. 
ie eine : Die neue Methode ist nur fir Menschenharn brauchbar: nur 
nd bei & 2US ihm laBt sich in der geschilderten Weise zugesetztes Uropterin 
Rest: F quantitativ wiedergewinnen. Bei Kaninchen-, Ratten-, Afien- oder 
ot eine  Hundeharnen wird zugesetzter Farbstoff nur etwa zur Halfte zuriick- 
' sewonnen. Kbenso ist die Verarbeitung reiner Uropterinlésungen 
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mit Kohle verlustreich. Es ist anzunehmen, daB im Menschep. 
harn eine Substanz den Farbstoff vor Verinderungen an der Koble. 
oberflache schiitzt. Gelatine kann bei reinem Uropterin eine solche 
Schutzwirkung entfalten. Wir nehmen an, daf ein Harnkolloid 
des Menschen ein gleiches tut. 


Tabelle 2 
Die Werte bedeuten Milligramm Uropterin pro 10 Liter Harn 





























_ ome 








- Wert Wert nach | Wert nach 

= der neuen | der neuen 

s | Name | Krankheit Datum on Methode | Methode im 

- alten im Kohle- | Bleicherde- 
. Methode eluat eluat 
1 | normal — 3. 6. 38 6 44 17 
2) Gé. | Carcinom- 7/8. 6. 9 59 24 
3 - metastasen | 10/12. 6. 7 53 24 
4 > desgl. 15/16. 6. 6 50 22 
5 » desgl. 18/19. 6. 6 40 17 
6 m desgl. 20/21. 6. 6 58 22 
7 Br. Miliar- 7/8. 6. 11 280 87 
8 rm tuberkulose| 8/10. 6. 12 261 158 
9] Ge. Lympho- | 10/12. 6. 18 227 fehlt 
10 m granulom | 15/16. 6. 14 163 59 
11 desgl. 18/19. 6. 4 15 27 
12 - desgl. 20/21. 6. fehlt 128 42 
13 | Ha. Miliar- 12/13. 6. 7 57 29 
14 mm tuberkulose} 15/16. 6. 22 278 101 
15 . desgl. 18/19. 6. 18 253 98 
16 1 desgl. 20/21. 6. 41 (?) 277 98 
17 Bi. Panmyelo- | 10/12. 6. 13 7 25 
18 ms phtise 16/17. 6. 11 59 27 
19 Ra. Perniciosa | 18/19. 6. 15 39 15 
20 » desgl. 20/21. 6. 138 43 16 
21] Ka. desgl. 18/19. 6. 4 34 17 
22 ” desgl. 20/22. 6. 3 28 14 
23 Br. Addison 8/10. 6. 5 35 16 
24 | Ma. desgl. 8/10. 6. 5 41 17 
25 | Schi. desgl. 8/10. 6. 4 36 21 

Tabelle 3 

Krankheit | Fall | Datum |F-Zabl]] Krankheit | Fall | Datum | F-Zal. 

Scharlach X 2. 9. 38 8,6 Sepsis He. 1.9.38 | 19,1 

Vo. | 12.3.39 | 13,4 2.9.38 | 19,2 

13.3.89 ] 5,1 3.9.38 | 18,6 

14. 3. 39 4,1 Pleuritis Sa. | 21.9.38] 99 

Ja. 12. 3. 39 4,7 22. 9. 38 ii 

18.83.39 | 2,0 24.9.88} 7,9 

14.83.89 | 3,8 25.9.38 | 12 

Sepsis He. | 31.8. 38 6,3 26.9. 38 | 11), 
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2nschen. 

r Koble. ie Tabelle 3 (Fortsetzung) 
€ solche B® xyankheit | Fall | Datum |F-Zahi|| Krankheit | Fall | Datum | F-Zahl 
nkolloid FF — 0 Se 
| Tuber- Sti. | 17. 3.39] 6,9 Asthma Bi. | 4.10.88] 4,2 
| _ kulose 18. 3.39] 11,5 5.10.38] 4,6 
3 19. 8.39] 7,7 6.10.38] 4,2 
j Fi. |17. 3.39] 31,3 Hei. } 11.10.38] 2,9 
mn ‘ Wa. | 17. 3.39] 19,3 12.10.38] 5,8 
—— § 18. 3.39] 18,2 13.10. 38] 16,5 
rt nach 19. 3.39] 15,9 15.10.38] 9,8 
r neuen |e Lympho- | Ja. |17. 8.39] 85,0 16.10.38] 9,2 
hode im JB granulom 18. 3.39] 28,2 Rii. ] 11.10.38] 5,6 
icherde. fae 19. 3.39] 42,0 12.10.38] 11,0 
eluat 20. 3.39] 41,6 13.10. 38] 12,6 
Lympha- | Je. | 12. 3.39] 18,1 14.10.38] 6,7 
17 tische 13. 3.39] 16,2 15.10.38] 9,5 
24 Leukimie 14. 3.39] 13,2 Melano- Eb. | 9.10.38] 13,4 
94 15. 3.39] 13,2 sarkom | Klu. | 9.10.38] 5,5 
pr Myeloische | Mi. | 13. 3.89] 13,9 Multiple | Eb. |21. 9.38] 6,4 
17 Leukiimie 14. 3.39] 22,4 Sklerose 22. 9.38] 6,1 
99 15. 3.39] 12,9 24. 9.38] 7,1 
37 16. 3.39] 16,2 25. 9.88] 4,5 
158 17.. 8.39] 13,5 -]] Diabetes | Ha. [31. 8.38] 15,7 
fehit 18. 3.39] 15,9 und 1. 988) 82 
59 19. 3.39] 15.9 || Graviditit 2. 9.38] 9,2 
97 ' 20. 3.39] 16,1 3. 9.38] 7,8 
49 |  Basedow Ge. }13. 1.39] 5,5 Diabetes Ki. |31. 8.38] 9,7 
99 14. 1.39] 8,8 || und Myom 1. 9.38] 6,4 
101 15. 1.39] 5,6 2. 9.38] 8,1 
98 16. 1.39] 10,0 3. 9.88] 6,9 
98 17. 1.389] 5,6 Thallium- | We. | 2.10.38] 5,2 
* Zwi. |} 18. 1.39] 8,6 || vergiftung 8.10.38] 3,8 
27 14. 1.39] 6,8 4.10.38] 4,9 
1b 15. 1.39] 6,8 5.10.88] 1,4 
16 16. 1.39] 6,1 6.10.38] 3,5 
17 17. 1.39] 5,2 Hypo- Schle.| 31. 8.38] 1,9 
14 Thyreo- Sto. | 2.10.88] 4,3 physiire 1. 9.88] 3,0 
16 toxikose Kachexie 2. 9.38] 4,1 
17 Asthma R6. | 21. 9.38] 5,3 3. 9.88] 1,7 
91 22. 9.38] 3,7 Gicht R6. |15. 6.39] 6,2 
¥ 24, 9.38] 4,0 (80 J.)] 16. 6.39} 9,7 
25. 9.38] 2,6 17. 6.39] 9,9 
26. 9.38] 5,3 19. 6.39] 7,1 
— Bi. | 2.10.88] 4,1 20. 6.39] 1,1 

F-Zah 3.10.38] 6,2 


























Besprechung der Ergebnisse 





af Die Bestimmung der F-Zahl haben wir in 350 Harnen von 
a etwa 40 Personen durchgefiihrt. Die Deutung des gesammelten 
19 Zahlenmaterials versuchen wir auf Grund der Feststellung, dab 
12,1 


die F-Zahl ein ungefihres MaB fir das Uropterin ist. Es sollte 
dann erwartet werden, daB die Uropterinwerte, nach der alten 
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Methode bestimmt, mit den Fluorescenzwerten im Kohleelyat 
parallel gehen. Tab. 2 enthilt eine Zusammenstellung von Er. 
gebnissen nach alter und neuer Methode. Mit Ausnahme der 
Falle 17—20 ist eine grobe Parallele vorhanden, wenigstens 0, 
daB normale und anormale Werte bei beiden Methoden gleich. 
zeitig auftreten. Der Grad der Abweichungen ist allerdings be; 
den Methoden recht unterschiedlich. Ein Harn, der nach der 
alten Methode das Doppelte der Norm zeigt, liefert nach der 
neuen das 4- bis 5fache der Norm, und zwar sowohl im Kobhle. 
eluat wie auch im Bleicherdeeluat. Die Verluste, die bei der 
umstindlichen Aufarbeitung ,,alter“ Art groB sind, miissen demnach 
sehr stark mit dem Uropteringehalt des Harns anwachsen. Wir 
geben hier wie in allen Fallen der neuen Methode vor der alten 
den Vorzug, weil sie — bei 350 Analysen — sehr gleichmibig 
und sicher arbeitet. Dagegen lieferte die alte Methode bei etwa 
10 von 200 Analysen absurde Zahlen, die auf methodische Un- 
zulinglichkeit zuriickzufiihren sind. Diese Unsicherheit haben wir 
trotz vieler Bemiihungen nicht beseitigen kénnen. Das ist mit 
ein Hauptgrund gewesen, von der alten Methode abzuriicken. Sie 
enthailt einen Faktor, der die Verluste bei der Aufarbeitung in 
unkontrollierbarer Weise beeinflussen kann. So ist wohl auch die 
Divergenz bei den Fallen 17—20 zu erkliren: iibernormale Werte 
nach der alten, normale nach der neuen Methode. 

Diese Verhiltnisse ergeben die Notwendigkeit, die Perniciosa 
und die Panmyelophthise mit der neuen Methode einer eingehen- 
deren Prifung zu unterziehen. An den SchlubBfulgerungen, die 
Koschara und Hrubesch aus ihren Zahlen zogen, indert sich 
durch die neue Sachlage nichts Wesentliches. Die Panmyelophthise, 
nach der alten Methode mit erhéhten, nach der neuen mit nor- 
malen Werten, beweist nach wie vor, daB das Uropterin nicht 
unmittelbar mit der Knochenmarkfunktion zusammenhingen kann. 

Die Fig. 1 und 2 zeigen die Schwankungen in der F-Zahl 
zweier normaler d. h. nicht bettliigriger Personen wihrend mebhrerer 
Monate. Man sieht, daB Abweichungen von der Norm hiutig aul- 
treten. Wihrend der Normalwert 7—9 betrigt, finden sich bel 
der Versuchsperson W. K. die extremen Werte 2,6 und 14,3. 
Die Deutung dieser Schwankungen beim Normalen ist sicherlich 
schwieriger als die der weiter unten diskutierten pathologischen 
Abweichungen, denn wenn man grobe Abweichungen als Funktions- 
stérungen des Farbstoffes deuten darf, so kénnen geringe Difie- 
renzen auch zufalliger Natur sein, d.h., mit der Funktion des 
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: des Farbstoffes oder ist die erhéhte Harnproduktion verkniipft mit 





Uber eine Fluorescenzanalyse des Menschenharns 165 


Farbstoffes tiberhaupt nicht oder nur sehr weitliufig verkniipft sein. 
So ist z.B. beim Normalen hiufig die F-Zahl mit der Harnmenge 
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Fig. 2 
e Zahlen auf der Ordinate bezeichnen mg Tagesmenge Uropterin und je 100 cem Harn-Tagesmenge. 


etwas erhéht. Ist das eine bloBe mechanische Ausschwemmung 
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einer erhéhten Uropterinfunktion? Die Frage ist vorliufig nich; 
zu beantworten. 

Als Ergebnis aus den Normalversuchen heben wir 2 Tut. 
sachen heraus. 1. Kine Erkaltung, ein starker Schnupfen, geniigen, 
um die F-Zahl zu erhéhen (auf 10—12), 2. Kérperliches Training 
(Waldlauf) senkt die F-Zahl (vgl. Fig. 1 vom 7.9. bis 20.9.; Durch. 
schnittswert aus 15 Vortrainingstagen 7,8; Mittelwert aus 10 Tagen 
im ‘Training 5,6). 

Die F-Zahl von einigen Krankenharnen sind in Tab. 3 x. 
sammengestellt. Die Infektionskrankheiten zeigen hohe F-Zahlen, 
desgleichen die lymphatische Leukimie, das Lymphogranulom und 
die myeloische Leukamie. Wichtig sind insbesondere die Thalliun. 
Vergiftung und die hypophysiire Kachexie, die ausgesprochen nied- 
rige ’-Zahlen aufweisen. 

Koschara und Haug‘) haben die These aufgesiellt, daB das 
Uropterin ein Wirkstoff ist, ein Coferment des oxydativen Stick. 
stoff-Stoffwechsels. Da die F-Zahl ein MaB fiir den Uropterin. 
gehalt ist, ist sie somit auch ein MaB fir den oxydativen Umaatz 
stickstoffhaltiger Kérpersubstanzen. Die oben mitgeteilten Er. 
gebnisse fiigen sich dieser These zwanglos. Bei der Thallium. 
Vergiftung und der hypophysiren Kachexie muB man an ein Da- 
niederliegen des fermentativen Umsatzes jener Substanzen denker. 


Versuchsteil 

100 ccm Menschenharn werden 15 Sekunden mit 0,5 g Carbo- 
raffin C yverrihrt*)**)+). Man saugt auf 6 cm Nutsche ab, wischt 
mit 20 com kaltem Wasser nach und gibt die Kohle mit Filter 
in 100 ccm n/50-Natronlauge. Unter Umrithren wird kurz aut 
gekocht; dann filtriert man noch heif ab und wascht mit 30 ccm 
n/50-Natronlauge heiB nach. Das Filtrat wird auf 150 ccm au 
gefiillt. Man gibt 2 ccm des Eluats zu 8 ccm n/2-Soda und mili 
die Fluorescenz wie bei Koschara und Hrubesch’) angegeben. 

Zur Kichung des Uranglases geht man folgendermaBen vot 
51,2 mg Chininsulfat (Zschimmer & Co., Frankfurt a.M.; 3 Stunden 





*) Zu beziehen von Lurgi G.m.b. H., Frankfurt a. M. ¥ 

**) Wir haben verschiedene Kohlen untersucht und nur Carboraffn 
eisenarm um 20—80°, besser befunden als Carboraffin C. Die Art der ver 
wandten Kohle ist fiir das Ergebnis der Analyse entscheidend. 

+) Ein ausgezeichnetes Adsorbens ist auch Bleisulfid, das frisch ge 
fillt zar Anwendung kommt. Elutionsmittel ist auch hier heiBe Natronlauge 
Die Adsorptions-Eigenschaften des Bleisulfids schwanken jedoch stark m 








den Fillungsbedingungen und diese lieBen sich nicht standardisieren. So ist ff 


Kohle nicht nur bequemer, sondern auch sicherer. 
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ei 100° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet, Trocken- 
rerlust 5,9°/,) werden in 25 ccm '/,, n-Schwefelsaiure gelést. Von 
Mieser Lisung verdiinnt man 0,1 ccm auf 100 ccm '/,, n-Schwefel- 
Tsiure. Diese Lésung wird vermessen. Kiivette 1 cm Schichtdicke. 
Die Ablesung schwankt mit der Art der Quarzlampe und der 
‘Btellung von Lampe und Photometer zueinander. Eine Ablesung 
yon 9,2 entspricht einem Uropterinstandard von 0,139, d.h., bei 
‘dieser Anordnung fluoresciert das Standardglas so pres wie eine 
[Uropterinlésung, die in 10 cem n/2-Soda 0,139 mg Uropterin ent- 
hilt. Kine héhere Chininsulfatablesung liefert einen entsprechend 
fniedrigeren Uropterin-Standardwert und umgekebrt. 

_ Die Berechnung der F-Zahl bei den oben angegebenen Ver- 
{finnungen erfolgt nach der Formel 

Ablesung x Uropterinstandard x 1BX Tagesmenge Harn ~ 


100 iv 100 








Tagesfluorescenz fast verdeckt wird. Prontosil melange mit in das 
Kohleeluat, stért jedoch die Fluorescenzmessungen nicht. Son- 
Atige Stérungen durch Medikamente haben wir nur in einem Falle 
bisher annehmen miissen. Chinin insbesondere fluoresciert in soda- 


[ lkalischer Lésung nicht, kann also keine Komplikationen machen. 


Ebenso wie mit 100 ccm kann man auch mit 10 ccm Harn beim 


'Arbeiten auf der Zentrifuge mit gleichen Ergebnissen die Analyse 
‘durchfihren. 


Zusammenfassung 


: 1. Menschenharn liefert bei Behandlung mit Kohle und Elu- 


‘tion der Kohle mit heiBer, diinner Natronlauge Liésungen, die 


schon im Tageslicht fluorescieren. 


2. Die Fluorescenz dieser Lésungen ist ein grobes MaB fir 


t Uropteringehalt. 


3. Die Ergebnisse der Fluorescenzmessungen im Kohleeluat 


4. Die Resultate entsprechen der These, daB die F luorescenz 


des Kohleeluats, d.h. der Uropteringehalt des Harns, Gradmesser 
; st fiir die Intensitiit des oxydativen Stickstoff-Stoffwechsels. 


; Wir danken Herrn Prof. Koch, Direktor der Medizinischen Klinik 
Tibingen, sowie insbesondere Herrn Dr. Stoll von der Medizinischen Klinik 


Jiibingen, fiir ihre freundliche Unterstiitzung bei der Beschaffung der patho- 
#ogischen Harne. Dank sagen méchten wir “auch Herrn Prof. Hérlein von 
ter I.G. Farbenindustrie Aktiengesellschaft, Wuppertal-Elberfeld, fiir mannig- 


“#che Unterstiitzung. 
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Uber das Carotinoid von Mycobacterium phlei 
Von 


Yoshiharu Takeda und Tatuo Ohta 


(Aus dem Bakteriologischen Institut der Kaiserlichen Universitiit 
zu Taihoku, Formosa, Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. November 1939) 


Die Identifizierung der einzelnen Carotinoide, die in Myco- 
bacterium phlei enthalten sind, wurde schon von Chargaff’) s0. 
wie von Ingraham und Steenbock?) durch chromatographische 
Adsorptionsanalyse und spektroskopische Messung versucht. Char- 
gaff hat p-Carotin, y-Carotin und Lutein als identifizierte Caro- 
tinoide angegeben, aber Ingraham und Steenbock haben diesen 
Farbstoffen noch Kryptoxanthin, Lutein-, Zeaxanthin- und Azafrin- 
ester hinzugefiigt. 

Wir haben aus dem Aceton-Auszug von Mycobacterium phlei 
(Trockengewicht 870 g) ein Carotinoid in der Ausbeute von 2,5 mg 
krystallisiert erhalten. Dieser Farbstoff, der nach Schwerpunkt 
der Absorptionsbanden und Schmelzpunkt véllig mit Leprotin 
iibereinstimmt, zeigte auch keine Schmelzpunktdepression bei der 
Mischprobe mit Leprotin. 

Leprotin ist, wie schon erwihnt*), ganz epiphasisch, seine 
wahrscheinliche Formel ist C,,H.,. Es zeigt die naimlichen opt- 
schen Schwerpunkte wie f-Carotin, so daB die beiden Carotinoide 
durch optischen und Verteilungsversuch nicht zu unterscheiden 
sind. Seine Identifizierung ist erst durch Mischchromatogramm 
oder Abscheidung der Krystalle méglich. Aus diesem Grunde ist 
zu vermuten, daB das in Mycobacterium phlei enthaltene Leprotin 
von Chargaff, Ingraham und Steenbock irrtiimlich als (-Caro- 
tin angegeben wurde, und der in diesen Bakterien enthaltene 
gréBere Teil der Carotinoide nicht ?-Carotin, sondern Leprotin ist. 


!) C. x. Acad. Sei. 197, 946 (1933). 

®) Biochemic. J. 29, 2553 (1935). 

8) Grundmann u. Takeda, Naturw. 25, 27 (1937); Takeda u. Ohta, 
Diese Z. 258, 6 (1939). 
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Uber die Identifizierung der einzelnen Carotinoide, die in 
Mycobacterium phlei in geringer Menge vorkommen, wurde be- 


| yeits in einem anderen Abschnitte berichtet. 


Beschreibung der Versuche 
Bakteriumstamm. Das in diesem Experiment gebrauchte Myco- 


' bacterium phlei gehért demselben Stamm an, der im Tuberkulose- 
| Laboratorium des Kaiserlichen Instituts fiir Infektionskrankheiten 
lange Jahre fortgeziichtet und erhalten ist. Fiir die Uberlassung 
| dieses Stammes sind wir Herrn Prof. Shuzo Sato zu besonderem 
' Dank verpflichtet. 


Material. Fiir die Gewinnung des Materials haben wir die 


' Ziichtung des Mycobacterium phlei in 5°/,iger Glycerin-Bouillon 
| benutzt. Nach einer vierwéchentlichen Aufbewahrung im Brut- 
| schrank bei 37° im Dunkeln wuchsen die Bakterien an der 
| Oberfliiche der Nahrfliissigkeit zum maximalen Gedeihen und die 
| Bakterienrasen farbten sich orangerot. Nach der Abtétung durch 
10 Minuten langes Erhitzen auf 60° wurden die Bakterienrasen 
' auf Filtrierpapier filtriert und die zuriickgebliebenen Bakterien 
| zur volligen Entfernung der Niahrlésung gewaschen und dann an 
der Luft getrocknet. Die Bakterien wurden im Vakuum iiber 
| Phosphorpentoxyd gehalten und kurz vor der Extraktion in der 
' Kugelmiihle fein gemahlen. 


Darstellung von Leprotin. Die fein gemahlenen Bakterien (Ge- 


| wicht 870 g) wurden 1 Tag in der Kialte unter gelegentlichem 
' Riihren mit 5 Liter Aceton ausgezogen. Das gelblichrote Extrakt 
| wurde abgezogen und noch gefirbter Bakterienriickstand mit 2 Liter 
|} Aceton gewaschen. 


Die beiden Extrakte wurden vereinigt und im Vakuum zum 


| dicken Ol eingeengt. Zur Verseifung wurde der briiunlichrote, dlige 
_ Riickstand in 100 com Benzol geldst, die Liésung mit 10 °/,iger 
' methylalkoholischer Kalilauge versetzt und 1 Tag im Kisschrank 
| Stehen gelassen. 


Nach der Verseifung wurde die Farbstofflésung mit 2 Liter 


| Benzin (Siedep. 70—80°) und viel Wasser versetzt, wobei die 
_ Carotinstoffe in die Benzinphase gingen. Die obere Benzinschicht 
_ wurde mehrmals mit Wasser und schlieBlich mit mehr als 
| 95°/,igem Methanol gewaschen. Die Benzinphase, die das Leprotin 
| Yollkommen geldst enthielt, wurde mit Natriumsulfat entwissert 
_ und im Vakuum zur Trockne verdampft. 


12* 
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Der Riickstand wurde in wenig Benzol gelést und durch Zu. 
satz von Methanol der Farbstoff als briunlichrotes Ol abgeschieden, 
Diese dlige Masse wurde mit warmem Methanol wiederholt ge. 
waschen, worauf der Farbstoff aus wenig Benzin krystallisiert 
erhalten wurde. 

Das rohe Krystallisat wurde aus Benzol-Methanol (1:1) drei- 
mal umkrystallisiert. Die so erhaltene Substanz wog 1,5 mg und 
erwies sich als ganz epiphasich in dem Verteilungsversuch mit 
Benzin und 95°/,igem Methanol. Schmelzp.197°(Vakuum, unkorr,, 

Bei der vergleichenden spektroskopischen Untersuchung am 
GittermeBspektroskop nach Loewe-Schumm in Benzin, Benzol, 
Chloroform, Schwefelkohlenstofflésung stimmt diese Substanz mit 
Leprotin véllig tiberein. Bei der Mischprobe mit Leprotin zeigte 
sie keine Schmelzpunkterniedrung. 

Die Mutterlaugen (Methanol, Benzin, Benzollésung) wurden 
vereinigt und der Farbstoff in Benzinlésung iibergetrieben. Nach 
dem Verdampfen dieser Benzinlésung wurde der Riickstand in 
30 ccm Benzol gelést und nochmals mit 50 ccm 10 °/,iger methy!- 
alkoholischer Kalilauge verseift. Nach der Verseifung wurde die 
Lésung weiter in oben angegebener Weise behandelt und so 
schlieBlich noch 1,0 mg Leprotin in krystallisierter reiner Form 
erhalten. 
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Uber Polysaccharide aus Tuberkelbazillen und Tuberkulin 
Von 


Yoshiharu Takeda und Tatuo Ohta 


(Aus dem Bakteriologischen Institut der Kaiserlichen Universitat 
zu Taihoku, Formosa, Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. November 1939) 


Aus humanen Tuberkelbazillen wurden biologisch stark aktive 
Polysaccharide isoliert, iber deren biologische Wirksamkeit Takeda, 
Ohta und Sato?) in der Zeitschrift fiir |mmunititsforschung be- 
richtet haben In der vorliegenden Abhandlung méchten wir uns 
niher mit der Isolierung und Zusammensetzung dieser Polysaccharide 
in chemischer Richtung beschiftigen. Zugleich wollen wir iiber die 
aus Tuberkulin vom Sautonschen synthetischen Nahrboden ge- 
wonnenen Polysaccharide und dann in vergleichender Zusammen- 
stellung iiber die wichtigeren chemischen und biologischen Kigen- 
schaften der beiden Polysaccharide berichten. 

Als Darstellungsmethode haben wir die Umfallung mit Alkohol 
und Kisessig beniitzt. Die Rohpolysaccharide wurden mit Alkohol 
aus dem wiBrigen Extrakt der Tuberkelbazillen oder der Kultur- 
flissigkeit ausgefallt. Zur weiteren Entfernung der Begleitstoffe 
wurde mehrmaliges Umfallen mit EHisessig durchgefiihrt. 

Dieses Verfahren stellt eine einfache und bequeme Methode 
dar, indem dabei die lastige Nachbehandlung in Wegfall kommt, 
die im Falle der Fallung mit Schwermetallsalzen nicht zu umgehen 
ist. Das gereinigte Polysaccharid wird als weifes, amorphes, 
hygroskopisches Pulver gewonnen, das frei von Stickstoff und 
Phosphor ist und keine oder nur wenig Asche enthilt. 

Die auf diesem sauren Wege gewonnenen Polysaccharide ent- 
hielten 1,7—2,0°/, Acetyl, bestimmt nach Kuhn und Roth”). 
Diesem Acetylgehalt verdanken die Pneumokokkenpolysaccharide 
(Typus [*)] ihren Antigencharakter. 





') Takeda, Ohta u. Sato, Z. Immunit.forsch. 96, 326 (1939). 
*) Kuhn u. Roth, Ber. chem. Ges. 66, 1274 (1938). 
*) Avery u. Goebel, J. exper. Med. (Am.) 58, 731 (1933). 
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Siiure- | ad . 
Polysaccharide (a) iiqui- Asche Pa I 
valent /o "fo 
Aus Tuberkelbazillen . 138,0 971,6 0 39,39 *) 6,79*) 
Aus Tuberkulin . . . 133,8 1162,0 1,54*) 40,15*) 6,72*) 


*) Im Dur 


Wie in der Tabelle ersichtlick ist, drehen die beiden Poly- 
saccharide die Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts, wobei 
die spezifische Drehung fiir die Polysaccharide aus Tuberkel- 
bazillen -+ 138° und fiir die Polysaccharide aus Tuberkulin + 133" 
betragt. Das S&urefiquivalent der Polysaccharide aus Tuberkel- 
bazillen und dasjenige aus Tuberkulin ist 971,6 bzw. 1162. 


Durch 5 Stunden Hydrolyse in 5 °/,iger H,SO, bei 100° zer- 
fallen die Polysaccharide in reduzierende Zucker, die als Phenyl- 
hydrazon, @-Benzyl-phenylhydrazon oder Phenylosazon qualitatiy 
und quantitativ bestimmt wurden. 


In dem Hydrolysat der Polysaccharide aus Tuberkelbazillen 
wurde d-Mannose als Phenylhydrazon zu 5,8°/, nachgewiesen; 
diese Menge war in dem Hydrolysat aus Tuberkulin ungefaihr 4mal 
gréBer (23°/,). 

Als anderer reduzierender Zucker wurde Glucose in dem 
Hydrolysat nach Abscheidung von Mannose-phenylhydrazon in 
Form des Glucose-a-benzylphenylhydrazon abgeschieden und noch 
weiter die in der Lésung restierende Glucose in Form des Glucos- 
azons nachgewiesen. Die so nachgewiesene Glucosemenge betrug 
59,9°/, baw. 56,3°/,. 

In beiden Hydrolysaten fielen die Pentose- und Methylpentose- 
reaktionen nach Entfernung der Mannose sowie der Hauptmenge 
der Glucose negativ aus. 

Als Hydrolyseprodukte der Polysaccharide aus Tuberkel- 
bazillen und Tuberkulin sind von manchen Autoren d-Mannose 
und d-Arabinose angefiihrt worden, wihrend die Anwesenheit von 
Glucose nur von Ludwig und Anderson‘) nachgewiesen worden 
ist. Im Gegensatz zu diesen Angaben fanden wir, dab Glucose 
in ziemlich groBer Menge vorkommt, aber d-Arabinose feblt. 





*) Ludwig u. Anderson, Diese Z., 211, 103 (1932). 
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ae ~ Acetyl- Reduzierende | Zerfallsprodukte 




















> Priizipi- Haut- 
gruppen | Substanzen nach phe Begs 
", als Glucose Siurehydrolyse an reaktion 
‘ 0 a-Mannose ( 5,8°/5) . 
1,96 *) 65,7 °/, a-Glucose (59,9 °/,) 1: 1000000 stark 
79 20) o-Mannose (23,0°/,) ce 
1,73 19,3°/, a-Glucose (56,3°/,) 1:10000 | schwach 





Wie schon erwahnt*), sind die Polysaccharide aus ‘l'uberkel- 


| bazillen biologisch sehr stark aktiv, reagieren mit homologem 
' Immunserum in hoher Verdiinnung und lésen die auffallende 
' allergische Hautreaktion bei intradermaler Injektion an_ tuber- 


| kulésen Meerschweinchen aus. Dagegen waren die Polysaccharide 
' aus Tuberkulin biologisch nicht so stark wie die aus Tuberkel- 
' bazillen, sie zeigten schwach positive Prazipitationsreaktion und 


| miBige allergische Hautreaktion. Uber niheres werden Takeda, 


| Ohta und Sato in der Zeitschrift fiir Immunitiatsforschung be- 
richten. Von Heidelberger und Menzel*) wurden schon die 


# 


serologisch aktiven und inaktiven Polysaccharide aus Tuberkel- 
' bazillen identifiziert. 


In unseren Experimenten konnten wir die interessante ‘l'at- 
sache feststellen, daB, wie die Tabelle zeigt, eine starke Ver- 
schiedenheit im Mengenverhiltnis der d-Mannose als Polysaccharid- 
aufbauende Komponente zwischen den biologisch stark aktiven Poly- 
sacchariden und den schwach aktiven Polysacchariden vorliegt. 


Beschreibung der Versuche 


I. Die Polysaccharide aus humanen Tuberkelbazillen 


_ a) Isolierung der Polysaccharide. 160g mit Alkohol- 
Ather-Gemisch (1:1) geniigend entfettete Tuberkelbazillen wurden 
mit 2,4 Liter 0,3 °/,iger Essigsiure 8 Stunden geschiittelt und dann 


: abzentrifugiert. Dieses Verfahren wurde 5mal wiederholt. Die 
| iiberstehende Flissigkeit wurde zusammengebracht, mit 10 °/,iger 
_ Natronlauge neutralisiert und der entstehende Niederschlag ab- 


3 zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde bis zu 500 ccm 
' konzentriert, einmal mit 10g Talk gut geschiittelt, filtriert und 


dann durch Berkefeld-Filter N filtriert. Die so gewonnene braun- 


*) Takeda, Ohta u. Sato, a.a.O. 
*) Heidelberger u. Menzel, J. of Biol. Chem. 118, 79 (1937). 
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lichrote klare Lésung wurde zu 50 ccm konzentriert und in 1 Lite 
absoluten Alkohol eingegossen und gut geschiittelt, der entstehen¢; 
Niederschlag wurde dann abzentrifugiert, mit absolutem Alkohg 
gut gewaschen und getrocknet. 

Dieser Niederschlag wurde in 150 ccm Wasser gelist, der yp. 
geléste Teil wurde abzentrifugiert, nochmals durch Berkefeld \ 
filtriert und wieder mit absolutem Alkohol ausgefallt. Der Niedey. 
schlag wurde nochmals in 100 ccm Wasser gelést und der ungelist 
Teil abzentrifugiert. Zur iiberstehenden Lésung wurden 1200 ccy 
Kisessig zugeftigt, der entstehende Niederschlag abzentrifugiert 
mit Aceton gewaschen und dann getrocknet. 

Zur weiteren Reinigung wurde oben ausgefihrtes Verfahrey 
2mal wiederholt, doch wurde der Niederschlag in weniger Wasser 
(50 ccm) geldést. 

Die so gereinigten Produkte stellten nach dem Waschen mit 
Aceton und Trocknen iiber Atzkali im Vakuum 0,8¢ weiBliche 
amorphe, hygroskopische Substanz dar. Zur Analyse wurde bei 
110°/0,7mm iber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

2,945, 3,400 mg Subst.: 4,240, 4,925mg CO,, 1,770, 2,085 mg H,0, 
— Asche 0 —. 3,515 mg Subst.: 0,005 ecm N, (18°, 763 mm). 

Gef. C 39,27, 39,51 H 6,72, 6,86 N 0,17. 


Priifung auf Stickstoff nach Lassaigne: negativ. 


Bestimmung der Acetylgruppen. 9,920, 11,530 mg Subst.: 0,470. 
0,509 cem n/100-NaOH. 
Gef. CH,CO 2,08, 1,90. 


Bestimmung des Drehungsvermégens. 105,0 mg Subst.: 50 cem Wasser, 
t = 26°, l= 1 dm. 
a =+0,29°, [a = + 138,0°. 


Bestimmung des Siureiiquivalents. 6,51 mg Subst.: 0,067 cem_ n/100- 
NaOH. Gef. 971,6. 

b) Hydrolyse der Polysaccharide. 0,46g Polysaccharil 
wurden mit 20ccm 5°/,iger H,SO, unter RiickfiuB im siedenden 
Wasserbad 5 Stunden erhitzt. Das Hydrolysat wurde durch Baryt 
quantitativ von Schwefelsiure befreit und die filtrierte Lésung 
zum Sirup eingeengt. Der Sirup wurde mit Alkohol extrahiert. 
nach dem Kindampfen der alkoholischen Lésung wieder in 8 ccm 
Wasser gelést und mit 0,4¢ Phenylhydrazinhydrochlorid unt 
0,4 ¢ Natriumacetat versetzt. Uber Nacht schieden sich 0,48 
Mannose-phenylhydrazon ab. Nach einmaliger Umkrystallisation 
aus 60°/,igem Alkohol besaB das Hydrazon den Schmelzp. 199’, 
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es zeigte keine Depression des Schmelzpunktes bei der Misch- 
probe mit reinem d-Mannose phenylhydrazon. 
Das Filtrat wurde mit 2ccm Benzaldehyd gut geschiittelt, 


j das nach 2 Tagen gebildete Benzaldehyd- phenylhydrazon abfiltriert 


und die Lésung nochmals mit Ather ausgeschiittelt. Der wiBrige 
Teil wurde stark konzentriert. Damit wurden folgende Reak- 
tionen angestellt: Phloroglucinreaktion nach Wheeler und Tol- 
lens, Orcinreaktion, Acetonreaktion nach Rosenthaler und 


; Seliwanoff- Weehuizensche’) Reaktion mit Resorcin. Alle 
' Reaktionen fielen negativ aus. 


Aus der konzentrierten Lésung, welche zum Sirup konzen- 
triert, darauf in 6ccm 75°/,igem Alkohol gelést, mit 0,4 g «-Ben- 


’ zylphenylhydrazin versetzt und 5 Tage bei Zimmertemperatur be- 
' lassen war, schied sich kein Krystall aus. Es wurde daher ver- 
' dampft und der Riickstand wieder in 75°/,igem Alkohol gelést. 
' Hierauf schied sich nach 16Stunden ein Niederschlag von Glu- 
: cose-¢-benzylphenylhydrazon (0,277 g) ab. Schon nach einmaliger 
| Umkrystallisation schmolzen die Krystalle bei 164° und zeigten 
' keine Depression des Schmelzpunktes bei der Mischprobe mit 
' reinem d-Glucose-«-benzylphenylhydrazon. 


Die Mutterlauge und Waschlésung wurden zusammengebracht, 
mit Benzaldehyd von a-Benzylphenylhydrazin befreit und zu 
Seem konzentriert. Diese Lésung haben wir nochmals mit Orcin 
gepriift, doch fiel die Reaktion wieder negativ aus. Diese dann 
mit 0,6g Phenylhydrazinhydrochlorid und 0,6 g Natriumacetat 
versetzte und im Wasserbad erhitzte Lésung schied iiber Nacht 
0.273 ¢ d-Glucosephenylosazon-Niederschlag ab. Nach einmaliger 
Umkrystallisation aus verdiinntem Alkohol schmolzen die Kry- 
stalle bei 205° und zeigten keine Depression des Schmelzpunktes 
bei der Mischprobe mit reinem d-Glucose-phenylosazon. 

Die aus dem krystallisiert erhaltenen Hydrazon und Osazon 
errechnete Menge von Mannose und Glucose ist folgende: 


NI A iat ga hs Sh eh ce a ee 5,8 °/, 
i ee eas ae wk. se. a, 8 59,9 °/, 
Reduzierende Substanzen als Glucose . . 65,7 °/,. 


II. Die Polysaccharide aus Tuberkulin 
a) Isolierung der Polysaccharide. 110 Liter Kultur- 


a 5 een der Sautonschen synthetischen Nihrfliissigkeit, auf 


‘) Wiad Recueil Trav. chim. Pays-Bas 37, 302 (1918). 
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deren Oberflaiche humane Tuberkelbazillen, Aoyama B, 2 Monat. 
lang bei 37° geziichtet waren, wurden durch Filterpapier filtrier, 
auf 3,5 Liter konzentriert und mit absolutem Alkohol in solche 
Menge versetzt, daB eine 60°/,ige Lésung resultierte. Der ent. 
stehende Niederschlag wurde abzentrifugiert. 


Der Niederschlag wurde in 200 ccm Wasser gelést, mit 10g CH,COON, 
versetzt, mit Natronlauge neutralisiert und abzentrifugiert. Die iiber. 
stehende Fliissigkeit wurde mit 5 g Talk versetzt, gut geschiittelt und zu. 
nichst durch Filterpapier, dann durch ein Seitzsches Asbestfilter filtriert, 
Das Filtrat wurde auf 100 ccm konzentriert und mit Eisessig versetzt bis 
kein Niederschlag mehr auftrat. Der Niederschlag wurde abzentrifugiert 
und in 100cem Wasser gelést, der ungeléste Teil abzentrifugiert und die 
iiberstehende Fliissigkeit mit Eisessig versetzt. Zur weiteren Reinigung 
wurde dieses Verfahren 6 mal wiederholt, zuletzt der Niederschlag mit Aceton 
gut gewaschen und im Vakuum getrocknet. Wir erhielten so 7,0¢ weil. 
liche, amorphe, hygroskopische Substanz. 


Zur Analyse wurde bei 110°/0,7 mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


3,910, 8,900 mg Subst.: 5,780, 5,730mg CO,, 2,330, 2,360mg 4,0. 
0,055, 0,065 mg Asche. — 3,625 mg Subst.: 0cem Nj. 


Gef. C 40,32, 40,07 H 6,67, 6,77 NO Asche 1,41, 1,67. 
Priifung auf Stickstoff nach Lassaigne: negativ. 


Bestimmung der Acetylgruppen. 15,710 mg Subst.: 0,633 cem n/100- 
NaOH. 
Gef. CH,CO 1,73. 


Bestimmung des Drehungsvermégens. 276,4mg Subst.: 100 cem Wasser, 
t = 26°, 1 = 1 dm. 
ao =+0,37°, [a]2° = + 133,8° 


Bestimmung des Siureiiquivalents. 12,21 mg Subst.: 0,105 cem n/100- 
NaOH. Gef. 1162,0. 


b) Hydrolyse der Polysaccharide. Die Hydrolyse der Poly. 
saccharide aus Tuberkulin und die Isolierung der einzelnen Komponenten 
wurden nach demselben Prinzip wie beim Versuch mit Tuberkelbazillen aus- 
gefiihrt. 

1,0 g Polysaccharid wurde in 50 ccm 5°/,iger H,SO, im siedenden 
Wasserbad 5 Stunden hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde durch Bary! 
quantitativ neutralisiert und die filtrierte Lésung zum Sirup eingedampft. 
Diesen haben wir in 20 ccm Wasser wieder gelést und mit 0,7 g Phenyl: 
hydrazinhydrochlorid und 0,7 g Natriumacetat versetzt. Uber Nacht schieden 
sich 0,345 g d-Mannosephenylhydrazon ab, das nach einmaliger Umkry- 
stallisation schon den Schmelzpunkt von 195° besaB und keine Depression 
des Schmelzpunktes bei der Mischprobe mit reinem d-Mannosephenyl: 
hydrazon zeigte. Nach Entfernung des iiberschiissigen Phenylhydrazins 
durch Schiittelung mit Benzaldehyd wurde das Filtrat eingeengt. Mit 
dieser Liésung fielen Phloroglucinreaktion, Orcinreaktion, Acetonreaktion 
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: nach Rosenthaler und Seliwanoff-Weehuizensche Reaktion mit Re- 
| sorein negativ aus. 


Das zum Sirup eingeengte Filtrat wurde in 13 ccm 75°/,igem Alkohol 
gelést und mit 0,9 g a-Benzylphenylhydrazin versetzt. Nach 70stiindigem 


' Stehenlassen bei Zimmertemperatur schieden sich keine Krystalle aus. Nach 
' dem Einengen dieser alkoholischen Lésung erfolgte die Ausscheidung von 
' 0,105 g d-Glucose-e-benzylhydrazon, und nach weiterem Einengen und Ver- 
| setzung mit wenig Wasser fielen noch 0,665 g d-Glucose-a-benzylhydra- 
| zon aus. 


Die Mutterlauge wurde zur Entfernung von a-Benzylphenylhydrazin 


| mit Benzaldehyd geschiittelt und abfiltriert. Die erhaltene Lésung wurde 
' nochmals mit Orein gepriift, aber die Reaktion fiel negativ aus. Diese 
| Lésung, welche mit Essigsiure sauer gemacht, dann mit 1,0 g Phenyl- 
| hydrazinhydrochlorid und 1,0g Natriumacetat versetzt und im Wasserbad 
' erhitzt wurde, schied tiber Nacht 0,22 g Glucosephenylosazon aus. 


Die aus dem krystallisiert erhaltenen Hydrazon und Osazon errech- 


| nete Menge von Mannose und Glucose ist die folgende: 


a rr 
a ee 
Reduzierende Substanzen als Glucose. . 79,3°/5. 
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Uber die Konstitution war | 
der prosthetischen Gruppe des Cytochroms c - 
_  stiitis 

Karl Zeile und Hildegard Meyer : 

Mit 3 Figuren im Text ‘bel g 
i Cytoc 
(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitétslaboratorium Gdéttingen) I Beste 

(Der Schriftleitung zugegangen am 22. November 1939) iiber 
F davo! 
Nach den bisherigen Kenntnissen hat man sich folgend ad 

Vorstellung vom Bau des Cytochroms c zu machen: An einen . 
EiweiBkérper von definiertem Molekulargewicht ist als prosthetische ie | 
Gruppe ein Porphyrin—Kisenkomplexsalz durch seine Seitenketten ‘ni ‘ 
chemisch gebunden. Im reduzierten Zustand mit 2 wertigem Eisen be 

gibt die prosthetische Gruppe durch ibr Absorptionsspektrum ihren 

Hamochromogencharakter zu erkennen; das bedeutet, daB das Hin. ~~ 
eisenatom durch koordinative Krifte mit zwei stickstoffhaltigen & tisch 
Atomgruppierungen verkniipft ist. Auffallend ist am Himochromoger- hatte 


system des Cytochroms c, daB es im Gegensatz zu simtlichen bisher J Char. 
bekannten kiinstlichen Haimochromogenen nicht autoxydabel ist, | 


* . . ° . > bes 
wovon offenbar seine biologisch-katalytische Funktion in der Zelle hats 
in entscheidender Weise abhingt. Zeile und Reuter?) hatte isch 
durch Abbau von Cytochrom c aus Hefe mittels HBr-Kisess He 


Haimatcporpbyrin und durch Reduktion aus diesem Mesoporphy- 
rin IX als Ester isoliert. Damit war die Konstitution der prosthe 
tischen Gruppe auf die des natiirlichen Blutfarbstoffes zuriick- 
gefiihrt. 

Zur Frage des Aquivalentgewichtes des EiweiBtrigers ist 
noch folgendes anzufiihren: zu seiner Ermittlung wurde von Zeile 
und Reuter?) die verschiedene Affinitat des Cytochroms c gegei 
verschiedene Adsorbentien in reduziertem -und oxydiertem Li- 
stand beniitzt, was eine unmittelbare Bestimmung des Aqui. 
valentgewichtes durch Differenzwigungen erlaubte. Es wurde fit 


1) Diese Z. 221, 101 (1933). 
*) K. Zeile, Diese Z. 236, 212 (1935). 
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Priparate, die bei Zimmertemperatur getrocknet waren, zu 18000 
ermittelt. In spiiteren Versuchen hat Theorell*) aus dem Héchst- 
wert des Hisengehaltes seiner Herzmuskelpriparate (‘Trockentempe- 
atur 110°) ein Aquivalentgewicht von 16000 erhalten. Da, wie 
wir inzwischen feststellten, bei der héheren Trockentemperatur 
ein Gewichtsverlust von 10—12°), eintritt, ergibt sich eine Uber- 
‘einstimmung der Ergebnisse, worin wir eine ausgezeichnete Be- 
stiitigung unserer Werte ste 
Nach einer letzten Mitteilung*) Theorells ist es méglich, 
bei alkalischer Reaktion durch Elektrophorese einen Teil des 
|(ytochromeiweiBkérpers zu entfernen, so daf der verbleibende 
‘Bestandteil ein Aquivalentgewicht von 13000 besitzt. Die Angaben 
iiber die Verhiltnisse bei neutraler bzw. saurer Reaktion werden 
Fdavon nicht beriihrt. 
AuBer diesen grundlegenden Feststellungen iiber den Bau 


gende des Cytochrom c-molekiils sind die im folgenden erérterten Fragen 











ae ‘von Interesse: Unterwirft man Cytochrom ec der Hydrolyse mit 
wie wiBrigen Mineralsiuren, so erhilt. man ein Porphyrin mit aus- 
Risen gesprochen hydrophilen Eigenschaften®), wie sie bei dieser Koérper- 
iad klasse bis zum Z Zeitpunkt dieser ersten Beobachtung nicht bekannt 
Hin. ee: Offenbar hingt dieses Verhalten mit der Konstitution der 
itices Seitenketten zusammen, die auch die Verkniipfung der prosthe- 
aiadl tischen Gruppe mit dem EiweiB vermitteln. Zeile und Piutti®*) 
sicher hatten zunichst in Modellversuchen Porphyrine mit hydrophilem 
1 it Charakter synthetisiert. Dem Cytochromporphyrin im Verhalten 
Zell pbesonders abnlich erwiesen sich Addukte des Protoporphyrins 
sited und tertiiren } -Ringbasen, die deshalb als Bauprinzip der prosthe- 
wie juschen Gruppe in Erwigung gezogen wurden. Selbstverstandlich 


fkonnten endgiiltige Schliisse hinsichtlich der Natur der Seiten- 
‘Ketten nur aus dem Abbau des Naturproduktes gezogen werden, 
‘den wir nach der Regelung der Beschaffung des nétigen Aus- 
‘gangsmaterials in Angriff nahmen und iiber dessen Ergebnisse 
‘wir hier unter Hinweis auf die Mitteilung in den ,,Naturwissen- 
pschaften“8) ausfiihrlicher berichten. Ein weiteres wesentliches 
problem 3 ist der Bau des Himochromogensystems, d. h. die Natur 
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*) Biochem. Z. 285, 207 (1936). 
‘) H. Theorell u. A. Akesson, Science 90, 67 (1939). 

*) D. Keilin u. R. Hill, Proe. Roy. Soc., Lond. B 107, 286 (19380). 
") K. Zeile, Diese Z. 207, 85 (1932). 

) Diese Z. 218, 52 (1933). 

’) K. Zeile u. H. Meyer, Naturw. 27, 596 (1939). 
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der stickstoffhaltigen Komponente, die zusammen mit dem Cyto. 
chrom-him das Himochromogen bildet, sowie die Ursache der 
fehlenden Autoxydierbarkeit dieses Haimochromogens. Auch iy 
dieser Richtung haben sich neue Gesichtspunkte ergeben, die wir 
hier mitteilen; einige allgemeinere Beitrige zum Himochromogen. 
problem bringen wir an anderer Stelle. 


Uber die Seitenketten der prosthetischen Gruppe 


Bei den Abbauversuchen am Cytochrom c verfolgten wir zu- 
nichst den Zweck, aus methodischen Griinden das Eiweif durch 
Hydrolyse méglichst véllig, doch unter Schonung der dem Por. 
phyrin unmittelbar angegliederten Seitenketten zu entfernen. In- 
zwischen waren von Theorell®) Versuche mit &hnlichem Ziel 
beschrieben worden, bei denen schwefel- und allerdings auch 
stark aschehaltige Abbauprodukte erhalten worden waren. Da wir 
jedoch von vornherein eine grundsitzlich andere Methode zur 
Isolierung der Spaltprodukte anwandten, die, wenn iiberhaupt die 
Aussicht hierfiir bestand, einheitliche Abbauprodukte liefern mubBte, 
und andererseits Theorell'*) in einer weiteren Mitteilung zu dem 
Ergebnis kam, daB aus seinen bisherigen Versuchen keine Schliisse 
auf die Konstitution des Naturproduktes zu ziehen sind, da unter 
den Hydrolysebedingungen mit einer Resynthese zu rechnen ist, 
hatten wir zunachst keine Veranlassung auf diese Befunde ein- 
zugehen. 

Nach friiheren Erfahrungen mit hydrophilen Porphyrinen 
schien uns die einzig zuverlissige Méglichkeit zur Isolierung ein- 
heitlicher Abbauprodukte dadurch gegeben, daB das Porphyrin 
durch Veresterung oder Acylierung in eine Form gebracht wird, 
in der es in mit Wasser nicht mischbaren organischen Lésungs- 
mitteln léslich ist, und der fraktionierten Verteilung zwischen 
einem solchen Lésungsmittel und einer waBrigen Phase geeigneter 
Aciditat unterworfen werden kann. AuBerdem sollten die Abbav- 
versuche durch die Synthese unterstiitzt werden, um bei der 
schwierigen Beschaffung des Ausgangsmaterials Anhaltspunkte 
iiber mégliche Kigenschaften der Abbauprodukte zu gewinnen. 

Da auch wir einen Schwefelgehalt bei Abbauprodukten fest- 
gestellt hatten, synthetisierten wir ein Dicystein-protoporphyrit- 
addukt auf dem folgenden Weg: 





*) Biochem. Z. 298, 242 (1938). 
0) Biochem. Z. 301, 201 (1939). 
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— Die Synthese vollzieht sich iiberraschend leicht beim vor- 


wel sichtigen Verschmelzen des Bromkérpers oder des Hamatopor- 
au pbyrins mit Cysteinhydrochlorid. Der Einfachheit wegen wurde 


a fir die praparative Gewinnung der Bromkérper verwendet. 
| Kine Verkniipfung tiber die Stickstoffatome ist auszuschlieBen, 
m da Aminoséuren, wie auch schon friher eingehend untersucht 


worden war, in saurem Medium nicht mit dem Bromkérper und 
mit Hamatoporphyrin iiberhaupt nicht reagieren. Andererseits 
| gibt es viele Beispiele, in denen die Sulfhydrylgruppe analoge Reak- 
jtionen eingeht, so im Falle der von Holmberg’*) untersuchten 


°*) J. prakt. Chem. 141, 93 (19384). 
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Umsetzung aromatischer Alkohole mit Thioglykolsiure bei Gegen- 
wart von Salzsiure; Triphenylmethylchlorid, in dem das Halogen 
ihnlich reaktionsfihig ist wie im HBr-Addukt des Protoporphyrins, 
reagiert mit Thioglykolsiure und anderen Thiolverbindungen iy 
der gleichen Weise ?>), 

Das rohe Reaktionsprodukt ist (bis auf einen unbedeutenden 
Anteil) bei p,,-Werten, die ober- oder unterhalb des isoelektrischen 
Punktes (p, 4) liegen, leicht in wibrigem Medium lislich, dagegen 
unléslich in Ather. Beim isoelektrischen Punkt ist die Léslichkeit 
gering. Nach einer Vorreinigung mit HKisessig—Petrolither wird das 
Produkt mit methylalkoholischer Salzsiure oder Diazomethen ver-. 
estert und ein atherlésliches Porphyringemisch erhalten, aus dem 
sich, nach Vorbehandlung seiner Atherlésung mit einer Pufferlésung 
vom p,, 4,9, als Hauptmenge eine scharf abgegrenzte Fraktion 
durch eine Pufferlésung vom p,, 2,9 entziehen laBt, die den ge- 
wiinschten Tetramethylester in reiner Form enthalt. (Der Rest 
ist dem Ather nur mit stirker sauren Lisungen zu entziehen, er 
ist nicht véllig einheitlich und vorliufig noch nicht weiter unter- 
sucht.) Nach mehrmaligem Verteilen zwischen Ather und sauren 
Pufferlésungen liefert schlieBlich die itherische Lésung des Haupt- 
produktes beim EKinengen im Stickstoffstrom bei. Zimmertempe- 
ratur ein nicht krystallisierendes Porphyrin mit den erwarteten 
Analysenzahlen (vgl. S. 192). Das Porphyrin reagiert nicht mit 
Nitroprussidnatrium und enthilt keinen bleischwarzenden Schwefel. 

Es gelang durch keine MaSnahme, z. B. Variierung der 
Lésungsmittel, Chromatographie unter den verschiedensten Be- 
dingungen oder Uberfiihrung in Derivate wie z. B. Acetyl-, Ben- 
zoyl-, Dinitrobenzoyl-Verbindung, Phenylharnstoffderivat, Urethan, 
Krystallisation zu erzielen; trotzdem ist der Porphyrinester seiner 
Zusammensetzung nach einheitlich, was, abgesehen von den Analysen- 
werten, auch aus seiner Verteilungskurve hervorgeht. Es zeigte 
sich aber, daB die Verbindung gegen alle méglichen Linfliisse, 
z. B. Erwirmen in indifferenten Lisungsmitteln, sowie auch gegen 
Adsorption wie z. B. bei der Chromatographie ziemlich empfindlich 
ist; es entstehen Zersetzungsprodukte mit hdherer Salzsaurezabl, 
die noch nicht naher untersucht sind. Beim Stehen einer per- 
oxydfreien atherischen Lésung im Dunkeln unter Stickstoff tritt 
im Laufe mehrerer Tage eine starke Absorptionsbande im Rot 
auf. Abgesehen von der Verseifung, sind Lésungen in saurem 


'e>) E. Biilmann u. N. V. Due, Bull. Soc. chim. (4) 35, 384 (1924). 
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| wibrigem Medium verhiltnismaBig bestiindig; nach 36stiindigem 
| Kochen in 20°/,iger Schwefelsiure unter N, war eine Zerstérung 
' yon etwa 35°/, des Materials eingetreten. 


Bei vorsichtigem und raschem Arbeiten lassen sich Zersetzungs- 


' erscheinungen vollig ausschalten. Eine scharfe Kontrolle auf die 
' Unversehrtheit der Priparate bildet stets die Priifung des Ver- 
| haltens bei der Verteilung zwischen Pufferlésung und Ather. Die 
synthetischen Versuche zeigen demnach, was fiir die Beurteilung 
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der Abbauergebnisse von Wichtigkeit ist, daf es bei Einhaltung 
der nétigen VorsichtsmaBregeln méglich ist, durch eine genaue 
fraktionierende Verteilung auch solche Porphyrine in analysen- 
reinem Zustand zu gewinnen, fir die vorliufig die Méglichkeiten 
gu einer Krystallisation fehlen. 

Durch die gleichzeitig begonnenen Abbauversuche, bei denen 
wir nach den oben erwihnten Gesichtspunkten eine Veresterung 
der gefirbten Hydrolysenprodukte vornahmen, sollte zuniichst 
festgestellt werden, inwieweit bei der sauren Hydrolyse iiberhaupt 
einheitliche Produkte entstehen. Hydrolysenversuche mit Salzsiure 
verliefen sehr unheitlich, besser bewiihrte sich Schwefelsiure, be- 
sonders bei Anwendung groBer Volumina. Auskunft iiber diese 
Verhiltnisse liefern die Zusammenstellungen im Versuchsteil 
auf $192. Bei dem im priparativen Magstab durchgefiihrten 
Hydrolysenversuch wurde schlieBlich ein einheitliches Haupt- 
produkt in 67°/,iger Ausbeute erhalten. Aus den systematischen 
Voruntersuchungen: ergibt sich, daB es nicht wahrscheinlich ist, 
dah mit den von Theorell angewandten Reinigungsmethoden 9), 
abgesehen vom Aschegehalt, ein einheitliches Abbauprodukt zu 
fassen ist. Bei der Aufarbeitung iiber die Esterstufe gelingt 
iibrigens die Gewinnung aschefreier Priparate ohne weiteres. 

Inzwischen hatte Theorell?) mitgeteilt, daB unter den von 
ihm angewandten Bedingungen bei kiirzer dauernder Hydrolyse 
schwefelirmere Produkte entstehen und weiter, da8 aus Himato- 
und Protoporphyrin mit Cystein unter den Bedingungen der 
Hydrolyse schwefelhaltige Produkte entstehen, die, namentlich in 
den Lislichkeitseigenschaften, mit seinen Abbauprodukten iiber- 
elnstimmen. Da Cytochrome 6 Atome Schwefel enthilt*), die 
jedenfalls zum Teil Cysteinbausteinen zugehéren™), besteht die 
Méglichkeit, daB auch beim Cytochromabbau aus abgespaltenem 
Hiimato- bzw. Protoporphyrin und schwefelhaltigen Bruchstiicken 


") D. Keilin u. F. Hartree, Proc. roy. Soc., Lond. B 122, 298 (1937). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 262 13 
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durch Resynthese die beschriebenen Abbauprodukte entstehe, 
Theorell!*) kommt zu dem SchluB, ,,da8B keine geniigenden Griinde 
vorliegen, um Stickstoff oder Schwefel als Bindeglied zwischep 
Hamin und Protein im Cytochrom ¢ anzunehmen“, Es wird weite;. 
hin die Méglichkeit der Verkniipfung tiber sauerstoffhaltige Briickey 
(z. B. Zucker) diskutiert. 

Auch wir hatten daraufhin nochmals die Reaktion zwischey 
Cystein und Hamatoporphyrin unter verschiedenen Bedingungen 
und unter Anwendung der Esterfraktionierung untersucht, wobei 
wir feststellten, daB in der Tat unter den von Theorell iy 
praparativem MaBstab angewandten Hydrolysebedingungen dic 
Bildung der Cysteinporphyrinfraktion betrichtlichen Umfang an- 
nehmen kann (43°/,); in Schwefelsiure ist die Bildung wesentlich 
geringer (6°/,). 

Die wirksamste Methode zur Verhinderung einer Resynthese 
wibrend der Hydrolyse sahen wir in einer weitgehenden Ver- 
créBerung des Volumens der Hydrolyseansiitze. Uberschlags- 
weise muBte nach dem Massenwirkungsgesetz eine Vergréberung 
des Volumens z. B. auf das 20fache die Reaktionswahrscheinlich- 
keit zwischen Porphyrin und Cystein auf den 400sten Teil herab- 
setzen. Wir konnten dann tatsiichlich feststellen, daB bei einer 
Himato- bzw. Protoporphyrinkonzentration von 1,5-10~° mol mit 
6 Molen Cystein eine Bildung von hydrophilem Porphyrin nicht 
in erkennbarem Mabe eintritt. Unter diesen Umstiinden ist es 
ausgeschlossen, daB die beobachtete Bildung des Hauptproduktes 
der Hydrolyse in 67°/,iger Ausbeute auf eine Resynthese zuriick- 
zufiihren ist. 

Wir unterwarfen nunmehr eine gréBere Cytochrommenge in 
einer Konzentration von 1,5-10~° mol der Hydrolyse in 20°/, iger 
Schwefelsiure. Nach der Neutralisation wurde das Porphyrin an 
Kaolin adsorbiert, die Elution geschah durch verdiinntes Ammoniak. 
Nach der Behandlung mit Methanol-HCl und Fraktionierung des 
Esters erhielten wir mit den Methoden, wie sie beim synthetischen 
Porphyrin angewandt worden waren, ein reines Porphyrin mit 
den auf 8. 198 wiedergegebenen Analysendaten, 

Die Analysenwerte stimmen also ebenfalls einwandfrei aul 
den Tetramethylester eines Dicysteinadduktes des Protoporphyrins, 
der in diesem Fall 1 Mol Wasser enthalt. Die Léslichkeitseigen- 
schaften des synthetischen und durch Abbau erhaltenen Porphyrins 
stimmen iiberein: sehr groBe Loslichkeit in Pyridin, Kisessig, 
Chloroform, gute Lislichkeit in feuchtem Ather, geringe in trocknem 
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ther und Petrolather, Unléslichkeit in Alkali. Die Absorptions- 


 spektren stimmen nach Lage und Hohe der Absorptionsbanden prak- 
F tisch villig tiberein (vgl. Fig. 1 und Tab. 1), Ebenso ist das Verhalten 


Tabelle 1 


Vergleich der Maxima und Minima des synthetischen 
und natiirlichen Porphyrinesters 








Synthetischer | Natiirlicher 
Wellenlinge 
q Porphyrinester 
. €-107-° 
6260 3,75 3,75 
6090 1,20 1,18 
5725 6,48 6,48 
5570 2,41 2,41 
5390 8,80 8,87 
5230 4.24 4,19 
5040 13,89 13,81 
74 \- Al 
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72 1 
70+ | 
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| | 
> SF ee 
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Fig. 1 
Extinktionswerte des synthetischen Porphyrinesters in Chloroform 


bei der Verteilung zwischen Ather und sauren Pufferlésungen, das 
wir mit der friiher beschriebenen Methodik!*) eingehend unter- 
suchten, iibereinstimmend (vgl. Fig. 2); in beiden Fallen ermittelten 
wir eine Halbierungszahl, d. h. den Saiuregrad der wiiBrigen Phase, 


8) K. Zeile u. B. Rau, Diese Z. 280, 197 (1937). 
13” 
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die einem gleich groBen Athervolumen die Hilfte des Porphyrins 
entzieht, zu p,, 4,02. Beide Porphyrine geben keine positive 
Nitroprussidreaktion und keine Bleischwirzung. 

Kin gewisser Unterschied im chemischen Verhalten der beidey 
Substanzen besteht, so weit wir sehen, darin, daB der synthetische 
Kster nach der Einfiihrung komplex gebundenen Eisens bei de; 
Spaltung mit HBr—Kisessig Himatoporphyrin in einer Ausheute 
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Fig. 2 


Verteilungskuive der Porphyrinester (mit Diazomethan dargestellt). 
Volumverhiiltnis Ather: Pufferlésung = 1:1 


bis zu 92°/, lieferte, wahrend die Spaltung des analytisch ge- 
wonnenen Porphyrins nicht einheitlich verlief, wie es auch 
Theorell bei seinen Abbauproduktion festgestellt hatte. Hiimato- 
porphyrin wurde nur zu etwa 30°/, erhalten, daneben lag noch 
etwas wasserlésliches Porphyrin vor, auBerdem Porphyrin mit 
héherer Salzsiurezahl. 

Kin besonderes Interesse besitzen die Befunde hinsichtlich 
der ‘optischen Aktivitiit der beiden Porphyrine. Mit der vou 
H. Fischer und A. Stern’*) beniitzten Anordnung wurde fir 
den natiirlichen Porphyrinester in 0,1°/,iger HCl eine spezifische 
Drehung [e]weises Licht = — 172° ermittelt, fiir den synthetischen 


2) H. Fischer u. A. Stern, Liebigs Ann. 019, 58 (1935). 
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427°, Die Konstitutionsformel fiir das synthetische Porphyrin 


' enthilt 4 asymmetrische C-Atome, die des zur Synthese be- 
* nitzten Bromkérpers 2. Unter der sehr wahrscheinlich zu- 
' treffenden Voraussetzung, dab bei der Synthese des Dicystein- 
adduktes keine Racemisierung am Kohlenstofiatom des 1-Cysteins 
- eintritt, sind 4 isomere synthetische Porphyrine méglich. Uber 
‘den sterischen Verlauf der HBr-Anlagerung an Protoporphyrin 
"ist bis jetzt nichts bekannt; es wire denkbar, daB die Bildung 


' eines Antipodenpaares bevorzugt ist, dann entstiinden vorzugs- 
| weise 2 diastereomere Cysteinaddukte. 


Dieselbe optische Aktivitaét, die bei dem Abbauprodukt be- 


| obachtet wurde, das durch Hydrolyse in 1,5.10—° molarer Lisung 
-gewonnen war, wurde auch bei einem Priparat festgestellt, bei 
' dessen Gewinnung die Cytochromkonzentration 20mal gréBer, die 
' Bildung eines Reversionsproduktes also nach den synthetischen 
 Versuchen nicht ausgeschlossen war. Die iibereinstimmenden 


See 


Drehwerte und die beobachtete Stabilitiit des Abbauporphyrins, 
das die 36stiindige Hydrolyse unter Bedingungen, bei denen eine 


' Resynthese ausgeschlossen ist, iiberdauert, zeigen aber, da’ auch 
'bei der Hydrolyse mit héheren Cytochromkonzentrationen eine 
| Resynthese nicht eintritt. 


Aus den Analysen und den iibrigen vergleichenden Befunden 


-ergibt sich, daB das beim Abbau des Cytochroms ¢ erhaltene 
| Porphyrin ein Di-cystein-protoporphyrin-addukt von grundsiittzlich 
| derselben Bauart wie das synthetische Produkt ist. Das iiberein- 
| stimmende Verhalten bei der Verteilung schlieBt die Unsicher- 
| heiten aus, die sich bei der Analyse eines Stoffes von so hohem 
| Molekulargewicht hinsichtlich des Kohlenstoffgehaltes ergeben. 
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' Kine Verschiedenheit in der Anzahl der Kohlenstoffatome, d. h. 
| der CH,-Gruppen in den Seitenketten miiBte sich nach allen 
_ vorliegenden Erfahrungen in einer Verschiedenheit der Verteilungs- 
_ charakteristik, also der Halbierungszahl iuBern, hingegen sind 
_ keine Fille bekannt, in denen sich durch Isomerie die Verteilungs- 


» charakteristik in wiinasienen MaBe iindert. 


Nicht mit Sicherheit ist vorlaufig die Frage zu entscheiden, 


| ‘ob im Naturprodukt die Cysteinreste in der a- oder /- -Stellung 
- der Seitenketten angekniipft sind (IV, V). Die Isolierung von 
t | Hamatoporphyrin beim Abbau mit HBr-Kisessig schlieBt nicht 
tus, daB iiber ein Gleichgewicht zwischen Protoporphyrin und 
§ den entsprechenden Brosadevivaten das bevorzugte und bekannte 
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Himatoporphyrin (VI) auch aus dem miglicherweise vorliegende, 
6-Cysteinaddukt entstanden sein kénnte. 


COOH COOH 
| | 
CHNH, CHNH, 
| | 
CH, CH, 
| | 
S S 
wtf | , OH 
1.0, 08-08, 8cC—-cH-(n, 0—~=ca-m 
eee a ge eae 
a a a 
N N Y 
H H H 
[IV V VI 


Wir haben bei dem aus Cytochrom gewonnenen Hiimate- 
porphyrin keine optische Aktivitiit feststellen kénnen, doch wisser 
wir nicht, da optisch aktives Himatoporphyrin bisher nicht be. 
kannt ist, ob diese Inaktivitiit die Folge einer Racemisieruny 
oder eine Unterschreitung der Grenze der Beobachtbarkeit ist, 
Nur fiir den Fall einer tatsiichlich beobachteten Drehung wiire 
die g-Stellung mindestens einer Cysteinkette streng bewieser. 
Vielleicht ist die zwischen natiirlichem und synthetischem Material 
beobachtete Verschiedenheit im Verhalten bei der Spaltung mi 
HBr-Eisessig (vgl. 8. 186) im Sinne einer «,f-Isomerie zu deuter, 
obwohl wir diesen Beobachtungen kein allzu groBes Gewicht 
beimessen mochten. Wir haben z. B. auch beim synthetischa 
Produkt, das wir im allgemeinen leicht spaltbar fanden (Himato- 
porphyrinausbeute bis zu 92°/,), einmal eine Hamatoporphyri- 
ausbeute von nur 65°/, beobachtet. Zweifellos hingen  solche 


Schwankungen mit dem Verteilungszustand, bzw. der Lésungs- & 


geschwindigkeit des Hamins in HBr-Hisessig zusammen; as- 


schlaggebend ist dabei die Geschwindigkeit der parallel ver- 5 


laufenden Kisenabspaltung. Die Cysteinabspaltung muB im wesent- 


lichen vor der Eisenabspaltung vollzogen sein, mit dem freic § 


Porphyrin gelingt sie nur sehr unvollkommen. 


Uber das Hamochromogensystem des Cytochroms ec 
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Bei der Einfiithrung komplex gebundenen Kisens in die Por F™ 
phyrinester-priiparate wurde beobachtet, daB nach der Neutral f 
sation mit NaOH die Hisessigliésungen, in denen die Hambildung 
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| mit iiberschiissigem Ferri-Ferroacetatgemisch unter vorsichtigem 
a Erwirmen vollzogen wurde, ein ausgesprochenes Himochromogen- 
A spektrum mit dem Maximum bei 550 my zeigen. In einem Himo- 
- chromogen sind bekanntlich die 6 Koordinationsstellen des Kisen- 
atoms durch Stickstoffatome besetzt, 4 durch die N-Atome der Pyrrol- 
' kerne und 2 durch die N-Atome basischer Gruppen von geeigneten 

- zugefiigten Substanzen, z. B. von Aminen, Aminosiuren, N-Hetero- 

- cyclen, KiweiS und dergl. Da im vorliegenden Fall die Hiimo- 
JH - chromogenbildung, im Gegensatz zu simtlichen bisher bekannt 


legendey 





































7H CH, | gewordenen kiinstlichen Himochromogensystemen ohne Zusatz 

& solcher stickstoffhaltiger Substanzen eintritt, kénnen es nur die 

| Aminogruppen der Seitenketten sein, die zum Ausbau des 

| Himochromogentyps dienen. Damit ist ein neuer Typus von 

| Himochromogenen aufgefunden, bei denen die Besetzung der 
Limato. : Koordinationsstellen des Eisens ausschlieBlich durch die in den 
wissen @ Hiimmolekiilen selbst vorhandenen N-Atome tibernommen wird. 
cht be. 5 Um bei der Neutralisation der EKisessiglisungen ein Ausflocken 
sieruny: @ des Hiimochromogens zu vermeiden, wurde etwas Gummi arabicum 
eit is [e Zugesetzt. Kigenartigerweise wurde das Hiimochromogenspektrum 
e Wiite : nicht beobachtet, wenn das Him in Chloroformlésung iibergefiihrt 
wiesen, (. Worden war oder seine Kstergruppen vorher mit Salzsiure verseift 
Sativa A worden waren. Da dieses Verhalten zunichst die Auffassung 
ng mi ql nahelegt, dab nur in kolloidaler Verteilung, d. h. in Molekiil- 
deuten, JP  2ggregaten die Himochromogenbildung zwischen den Amino- 
‘ewicht fe) stuppen und Fe-Atomen benachbarter Molekiile zustande komme, 
tischep @  Wurde versucht, durch Zumischen eines fremden Hiims, nimlich 
mato “es Protohims, dessen Absorptionsbanden deutlich rotwiirts ver- 
yhyrin- i schoben sind, ein Mischhimochromogen zu erzeugen, das sich 
‘solcke @ Curch ein Doppelspektrum mit den Hauptabsorptionsbanden bei 
sung: 200 und 557 mw zu erkennen geben miiBte. Nur in stark 
aus alkalischer Lisung wurde die Andeutung eines solchen Doppel- 
1 ver §  ‘Spektrums wahrgenommen, bei neutraler Reaktion besteht nur 
-esent-@ 28 Hamochromogenspektrum des Cysteinkérpers. Dieses Ver- 
freien § balten spricht also gegen die Vorstellung einer zwischenmole- 


kularen Haimochromogenbildung. Wir versuchten an Molekiil- 
modellen Anhaltspunkte dafiir zu gewinnen, ob die riumlichen 
Verhiltnisse innerhalb eines Molekiils eine Himochromogenbildung 
aulassen, d. h. ob die Seitenketten lang genug sind, um die 










» Por: Aminogruppen nahe genug an das Fe-Atom herantreten zu lassen. 
itrali- Diese Méglichkeit besteht, wenn man nicht eine vollkommen 





ebene Gestalt des Porphyrinringes fordert, ohne merkliche Spannung. 
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Uber die riumlichen Verhiltnisse im Porphyrinsystem liegen }j 


; : : Pat 
jetzt keine experimentellen Daten vor, wohl aber fiir die nah —- ve 
verwandten Phthalocyanine, deren Ringsysteme im Krystall nach Bs 


Réntgenuntersuchungen symmetrisch und eben angeordnet sind" 


Ks ist aber nicht bekannt, ob die ebene Lagerung auch fi; A 50 
Lésungen zutrifft. f B 
Bei dem friher beschriebenen Addukt aus Protoporphyriy 2 
und Glykokollester (VII)°) sitzen die Stickstoffatome so nahe an § §: 
Porphinkern, daB am Modell mit Sicherheit eine innermole. : 


kulare Hamochromogenbildung auszuschlieBen ist; tatsiichlich gibt 
das entsprechende Hiim ohne Zusatz einer Stickstoffbase auch 
kein Himochromogenspektrum. 








COOH COOH H I 
| | N N 
CH, CH, i ile CH in a os 
| | | | a :.. 
am NH H,C _tou, H,C— x ‘ 
| | | e de 
H,C: C—CH, H,C,——,C—CH, OH. H.C : 
|e | |e ear ' 
H H,COOCCH,NH HNCH,COOCH, : , 
VU Vill Wy 


Alle diese Beobachtungen sprechen dafiir, daB sich die u vi 
Haimochromogenbildung bei dem Dicysteinaddukt des Proto- Fy 


porphyrins innerhalb eines Molekiils vollziehen kann. gp 

Ks ist durchaus miglich, daf auch im intakten Cytochrome F '' 
die Aminogruppen der Cysteinseitenketten die Himochromogen- F » 
bildung tibernehmen. Peptidgruppen scheinen nicht dafiir in Frage F~ d 
zu kommen, da die gemischten Peptide aus Mesoporphyrin uni F \ 


Aminosiureestern (z. B. VIII) bzw. Glycyl-glycinester’) als Him § b 
fiir sich kein Himuchromogen liefern. Gleichgiiltig, ob im intakten rs 0 
Cytochrom c-Molekiil die Aminogruppen der Cysteinseitenketten F 
oder andere riiumlich giinstig gelagerte stickstoffhaltige Atom- J ¢! 
gruppierungen des KiweiBkérpers fiir den Hiimochromogencharakter Fd 
verantwortlich sind, besteht nach den erhobenen Befunden kei — « 
AnlaB, eine abgegrenzte, nur durch Koordinationskrifte an 

das Eisenatom gebundene hiimochromogenbildende Komponente 








18) J. M. Robertson, J. chem. Soc. Lond. 1936, 1195; J. M. Robertson 
u. J. Woodward, J. chem. Soc. Lond. 1937, 219. 


a 
ey 








Konstitution der prosthetischen Gruppe des Cytochroms c 191 








gen bis fF anzunehmen; das steht im Kinklang mit den bisher stets negativ 
le nahe[— yerlaufenden Versuchen zur Auffindung und Abtrennung einer 


ll nach [FE  solchen, die auch wir, in ihnlicher Weise wie Theorell, unter- 








sind", BF  yommen hatten. SchlieBlich konnten wir das Fehlen einer be- 
ich fiiy onderen haimochromogenbildenden Komponente durch folgende 
 Beobachtungen beweisen: 
rphyri Es gelingt unter schonenden Bedingungen mit 2°/iger 
ahe an [EF Salzsiure in Gegenwart von iiberschtissigem Na-Hydrosulfit beim 
rmole. F velinden Erwirmen aus reduziertem Cytochrom c, innerhalb weniger 
ich gibt Augenblicke das Eisen abzuspalten. Diese Behandlung ist auf 
e auch a oxydiertes Cytochrom c¢ ohne EinfluB. Mit der Kisenabspaltung 
 miiBte auch zwangsliufig eine etwa vorhandene, nur koordinativ 
 sebundene hiimochromogenbildende Komponente — gleichgiiltig, 
| ob sie hoch- oder niedermolekular wire — abgespalten und fiir 
- | die Hiimochromogenbildung mit einem anderen Him verfiigbar 


' werden. Zusatz von Protohim miiBte ein Himochromogen mit 
' der Hauptabsorption bei 557 my liefern; die Bildung eines solchen 
- Himochromogens tritt jedoch nicht ein. 





bs Wir miissen an dieser Stelle auf eine Bemerkung Theorells 
| ivgl. %), S. 256] eingehen, die den Anschein erweckt, als hitten 
wir uns friiher’) auf eine Vorstellung festgelegt, die nur eine 
_ — getrennte, koordinativ gebundene himochromogenbildende Gruppe 
h die _ vorsieht, offenbar weil wir in einem Schema zur deutlichen Unter- 


OCH. 











Proto- | scheidung der Bindungsarten die betreffenden Bezirke des Cyto- 
- chrommolekils getrennt dargestellt hatten. Im Gegensatz hierzu 
rome  tihrten wir auf 8.110 der zitierten Arbeit?) ausdriicklich an: 
10geL- : ,Angesichts des hochmolekularen Charakters ist aber auch mit 
Frage F ‘er Moglichkeit zu rechnen, dab ein einziger an das Porphyrin 
n und — Verankerter Trager gleichzeitig die Rolle der himochromogen- 
Hiim | bildenden Base tibernimmt.“ Diese Vorstellung hat sich als zu- 
akten F treffend erwiesen. 
cetten FB Damit ist das weitere Problem vom Bau des Cytochrom c-hiimo- 
\tom- F  chromogens vorwiegend zu einem raumchemischen geworden mit 
vakter i der Fragestellung: welche stickstoffhaltigen Gruppen des Cyto- 
kei —  chromeiweiBes liegen in geeigneter riumlicher Anordnung um das 
e al Kisenatom? Mit einer solchen raumchemischen Betrachtungsweise 
nente F lift sich auch eine naheliegende Erklarung fiir die fehlende 
Autoxydierbarkeit des Cytochrom-hiimochromogens geben, niimlich 
rtson dann, wenn man den Grund hierfiir in der riumlichen Fixierung 


der himochrombildenden Stickstoffatome sieht, im Gegensatz zu 
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den bekannten kiinstlichen Himochromogensystemen, in dene) 
Dissoziationsgleichgewichte vorliegen'*). Es ist zu erwarten, daj 
besondere, giinstige Umstiinde, die mit dem Hiamin-Farbstof. 
charakter des Cytochroms c zusammenhingen, weitere Ent. 
scheidungen erméglichen, trotz der Schwierigkeiten, die gegep. 
wiartig noch im allgemeinen der Aufklirung der riumliche 
Verhiltnisse bei Eiwei8kérpern aus methodischen Griinden ent. 
gegenstehen, 


Versuche 


Dicystein-porphyrin-tetramethylester. Aus Himin wird durch Be. 
handlung mit HBr—Eisessig das Hydrobromid des Protoporphyrin- 
HBr-adduktes erzeugt. Himin wird mit HBr—Hisessig (auf 1» 
Himin 20 ccm) mindestens 1 Tag lang bei 40° im Rohr erwirnt, 
die Lisung im Vakuum zur Trockene eingedampft und mit Kis. 
essig der Rest von HBr méglichst véllig entfernt. Die bromierte 
Substanz wird mit ihrem 3fachen Gewicht an Cysteinhydrochlorid 
méglichst fein zerrieben, das Gemisch iiber der Flamme vor. 
sichtig verschmolzen, die Schmelze in wenig Wasser geldst, wem 
nétig unter schwachem Erwiirmen. Die Lésung wird bis zum 
Spektralumschlag neutralisiert, der flockige Niederschlag abfiltriert 
oder zentrifugiert und mit Kochsalzlésung nachgewaschen uni 
getrocknet. Zur weiteren Reinigung wird aus Kisessig—Petrolither 
umgefallt. Aus 8 g Himin werden 15,5 g HBr-Addukt und 9,1 ¢ 
rohes Dicysteinporphyrin erhalten. 


Die Veresterung wird durch mehrstiindiges Stehenlassen des 
Porphyrins in iiberschiissiger methylalkoholischer Salzsiure in der 
iiblichen Weise vorgenommen. Nach Uberfiihrung in iitherische 
Lésung und Neutralisation mit Ammoniak wird mit 0,006°/, ige: 
Salzsiure der Tetramethylester in etwa 50°/,iger Ausbeute aus- 
geschiittelt. 


Bei der Anwendung von Diazomethan verfuhren wir folgender- 
mafen: 500 mg der Cysteinverbindung wurden mit wenig Methanol 
fein verrieben, darauf mit 350 ccm Methanol und einigen Tropfen 
konzentrierter HCl in Liésung gebracht und mit 200 ccm Ather 
versetzt. Es wurde auf vdéllig klare Liésung geachtet. Unter 
Riihren wurden nach und nach 90 ccm iatherische Diazomethar- 
lésung zugegeben. Der durch den Diazomethanzusatz bewirkte 


'*) Niahere Mitteilung erfolgt demniichst. 
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n denen F* y(]-Verbrauch wurde dauernd durch tropfenweise Zugabe von kon- 
en, dab B entriertem HCl kompensiert. Nach beendeter Veresterung blieb die 
arbstof.  Lésung bei neutraler Reaktion klar. Die Lésung wurde mit ver- 
re Ent. diinntem Ammoniak ausgeschiittelt; etwa 80°/, des Porphyrins 
| Segeu. B plieben in itherischer Lésung, hiervon waren etwa 50°/, mit 
mlichey 2 0,006 °/,iger Salzsiure extrahierbar. 














ities 4 Die Reinigung der 0,006°/,-Fraktion wird durch mehrmalige 
i fraktionierte Verteilung des Porphyrins zwischen Ather und sauren 
a Pufferlésungen erreicht. Die durch Ausschiitteln der atherischen 
wads 2 ' Lisung mit einer Citratpufferlésung vou Pr 4,92 erhaltenen 
ohyrin- : Extrakte werden verworfen, ebenso der Porphyrinrest, der nach 
wf Log Entaus der Hauptmenge des. Forphyrins aus dem Ather mit einer 
tetees e Citratpufferlésung vom p,, 2,97 verbleibt. Aus der Pufferlésung 
it Wis. 5 Py? 2,92) wird das Porphyrin mit Ammoniak erneut in Ather ge- 
omierte Maal trieben und mehrere Male der gleichen Behandlung unterworfen. 
chlorig ea Zur Isolierung des Esters wird die ‘itherische Lésung unter ver- 
se ae Druck unter Stickstott aur Trockene verdampit, der 
t, wenn fae tiickstand mit 2mal destilitertem W asser unter Verreiben aus- 
—_ gewaschen und filtriert. Trocknung iiber Phosphorpentoxyd im 
Gltriert Mee Vakuumexsiccator. 
m und . Die Analyse eines bei 80° getrockneten mit Diazomethan gewonnenen 
oliither F  Priparates ergab folgende Werte: 
1 91¢ . 5,520 mg Subst.: 12,455 mg CO,, 3,320 mg H,0O. 3,070 mg Subst. : 
- 02769 cem N,, 716 mm, 28°. — 12,910 mg Subst.: 6,970 mg BaSQ,. 
on des) CuHl,NyS,0, (860,6) Ber: C 61,35 H656 N77 S 7,45 
er 2 Ge: .» Tm: « &72 . 288 5 7,43. 
srische : An einem zweiten Priiparat wurde der Methoxylgehalt bestimmt: 
°/o gel é| Ber. 14,42 Gef. 14,39. 
e aus: F wea ; | 
2 Spezifische Drehung in 0,1°/, HCI: 
a ' [a] ges Licht = (+ 0,030° - 100) : (0,1092 - 1) = + 27°. 
thanol La Darstellung von Cytochromc. Cytochrom c wurde nach dem Ver- 


ropten ' fahren von Keilin") aus Rinderherzmuskel hergestellt. Die Verarbeitung 
Ather §  eschah in Ansiitzen von etwa 18 kg (reines Muskelfleisch) entsprechend 
etwa 35 kg Rohmaterial. Durchschnittlich wurden aus dieser Menge 1,5 g 








Unter lufttrocknes Cytochrom c mit 45 mg Himatingehalt (bezogen auf den Meso- 
-than- chlorhiimin-standard) entsprechend einem Reinheitsgrad von etwa 0,9 ge- 
wirkte wonnen. Die Ausbeuten stehen hinter den von Keilin angegebenen 


zurick; wir sehen den Grund in der verhiiltnismiBig langen Zeitdauer 
von mindestens 2 Tagen, die infolge des Transportes aus Berlin zwischen 
Schlachtung und Verarbeitung liegen muBte. In ganz wenigen Fiillen, in 
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denen nach unseren Erkundigungen die Zeitdauer eine kiirzere war, beo). 
achteten wir eine héhere, bestenfalls doppelte Ausbeute. Im ganzen wurden 
260 kg Rohmaterial verarbeitet. 


Saure Hydrolyse von Cytochrom c. — a) Untersuchung ver. 
schiedener Bedingungen. Von den angefihrten Hydrolyse. 
versuchen sind zwei charakteristische Versuchsreihen, bei denen 
20°/,ige Schwefelsiure verwendet wurde, hier wiedergegeben, 
In der Regel wurden Cytochrommengen, entsprechend 6 mg 
Himatin, fiir die Einzelversuche eingesetzt. 


1. Hydrolyse des Cytochroms ¢ in 20°/,iger Schwefelsiiure, 
Cytochromkonzentration 3,7 - 10—* molar. 


Die Hydrolysenansitze (6 mg Cytochromhimatin in 25 cen 
Gesamtvolumen 20°/,iger H,SO,) wurden unter Stickstoff iiber 
verschieden lange Zeiten in gelindem Sieden gehalten. Unter 
Kihlung wurde mit NaOH auf p,,4 neutralisiert, das Porphyrin 
an 2g Kaolin adsorbiert, das Adsorbat ausgewaschen und das 
Porphyrin mit stark verdiinntem Ammoniak eluiert. Nach dem 
Kindampfen der Lisung im Vakuum bei Zimmertemperatur wurde 
der Riickstand in Methanol unter Zusatz von wenig konzen- 
trierter HCl gelist und nach Atherzusatz mit Diazomethan in 
der fiir das synthetische Di-cystein-protoporphyrinaddukt be- 
schriebenen Weise verestert. Der iitherlésliche Anteil wurde, wie 
ebenfalls dort beschrieben, der Verteilungsfraktionierung unter- 
worfen. Das Reaktionsprodukt wurde in diesen und anderen, untei 
beschriebenen Versuchen in folgende Komponenten aufgeteilt: 


[. Atherunlislicher, nur in starker Salzsiiure léslicher, dunkel gefiirbter 
flockiger Riickstand mit yerwaschenem Porphyrinspektrum. 

II. Leicht in Wasser lésliches, in Ather unlésliches Porphyrin (vielleicht 
nicht vollig verestert). 

If. Atherléslicher Porphyrinester, durch Pufferlésung vom py, 4,92 aus 
Ather auszuschiitteln. 

IV. Atherléslicher Porphyrinester, durch Pufferlésung vom py, 2,92 aus 
Ather auszuschiitteln, im Verhalten bei der Verteilung mit 
dem synthetischen Porphyrinester iibereinstimmend. 

V. Atherléslicher Porphyrinester, der erst mit steigenden Salzsiure- 
konzentrationen aus Ather in wiSriges Medium iiberzufiihren ist. 
VI. Porphyrin, das bereits ohne vorherige Veresterung iitherléslich ist 

(z. B. Hiimato- oder Protoporphyrin). 


Tab. 2 gibt einen Uberblick iiber die colorimetrisch ermittelten Frak- 
tionen; die Zahlen bedeuten Prozente, bezogen auf die eingesetzte Menge 
Cytochromhimatin. 
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4 Tabelle 2 
Dauer der Hydrolyse II III IV V 
1° etwa 20 5,5 5 2,5 
12" etwa 20 4 13,5 13,5 
24° etwa 20 =F 22 27 


Von Fraktion VI wurden nur Spuren beobachtet. 


2. Hydrolyse des Cytochroms c in 20°/,iger Schwefelsiure ; 
Cytochromkonzentration 1,85-10~° molar. 

Die Ausbeuteverhiltnisse, die in Fig. 3 wiedergegeben sind, 
dienten als Grundlage fir die Festlegung der Bedingungen fiir 
die unten beschriebene priparative Porphyringewinnung. Die 
Durchfiihrung der Hydrolyse und die Aufarbeitung der Hydro- 
 lysenprodukte war eine der ersten Versuchsreihe analoge, die 
' Veresterung wurde jedoch mit methylalkoholischer Salzsiure vor- 
genommen. Ferner wurde, da auffallenderweise in dem groBen Siure- 
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Fig. 5 
Hydrolysenprodukte bei der Spaltung des Cytochroms ¢ in 20°/,iger Schwefelsiure: 
Cytochromkonzentration 1,85-10—°-molar 


-volumen die Kisenabspaltung aus dem ( Jytrochrom c nicht glatt 
i verl: iuft, vor der Hydrolyse die Kisenabspaltung im Himochromogen- 


| Zustand, bei Gegenwart von Hydrosulfit, vorgenommen. Zu diesem 
} xg Aweck wande folzendermaBen verfahren: In der Cytochromlésung 
7 (5 mg Cytochromhiimatin in 30 ccm schwach alkalischer wiBriger 
3 Lisung) werden 0,25 g Na,S,O, gelést; dann werden 3,8 konzen- 


trierter H 950, rasch eingetragen. Es wird kurz aufgekocht, dabei 



























196 Karl Zeile und Hildegard Meyer, 


violettrot ein. Nach kurzem Abkiihlen wird noch warm das ans. 
geschiedene KiweiB abzentrifugiert und mit warmer 20°/, iger H,S0 
ausgewaschen. Die porphyrinhaltige Lésung wird mit 20°/, iger H,S0, 
auf ein Volumen von 500cm aufgefiillt. 


Man entnimmt der Figur, daf nach etwa 24 Stunden de; 
Maximalwert der Ausbeute an der Hauptfraktion IV erreicht ist, 
Unmittelbar nach der Eisenabspaltung gibt eine Aufarbeitung 
keine meBbaren Mengen iitherléslichen Porphyrins, sei es iy 
freier oder veresterter Form. 


In der Bilanz der mitgeteilten und anderer durchgefiihrter 
Versuchsreihen fehlen durchweg ungefihr 30°/, des eingesetzten 
Himatins. Zum Teil sind diese Verluste auf Zerstérung wihrend 
der Hydrolyse zuriickzufiihren, zum Teil auf Verluste bei der Au. 
arbeitung, z. B. bei der Elution. Bei der schwach ammoniakalischen 
Elution des Kaolins wird stets etwas Kaolin in kolloidaler Liésung mit 
iibergefiihrt, der bei der sauren Veresterung als erneut wirkendes 
Adsorbens stéren kann. Trotzdem sind aus den Ubersichten die 
relativen Verhiltnisse zu entnehmen, da die Versuchsbedingungen 
dieselben waren. Das trifft in gleicher Weise fiir die im folgenden 
wiedergegebenen Versuche zur Resynthese cysteinhaltigen Por- 
phyrins unter den verschiedenen Hydrolysebedingungen zu. 


3. Bildung von cysteinhaltigem Porphyrin unter verschiedenen 
Bedingungen. 

Kine Ubersicht iiber die Reaktionsprodukte ergibt ‘Tab. 3, 
aus deren erster Rubrik auch die angewandten Reaktionsbedn- 
gungen zu entnehmen sind. 


Tabelle 3 





I Ir | Wtiv | Vv VI 


Himatoporphyrin 4-104 molar, 
Cystein 24-10~* molar, 
20 %/,ige Salzsiiure, 
6" unter Riickflu®B gekocht 


18,5 | 24 10 13,5 6,2 





72" im Einschmelzrohr, 100° 








Himatoporphyrin 4-10~? molar, 
Cystein 24-107 * molar. 
20°/,ige Schwefelsiure, 

24" unter N, gekocht 
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Pe Die Zahlen bedeuten Prozente, bezogen auf die eingesetzte Porphyrin- 
 menge, die rémischen Ziffern die auf S, 183 angegebenen Fraktionen. In 
q IV, die bei kleinem IIJ als Summe bestimmt wurden, entspricht IV 
: oder beim Abbau des Naturproduktes entstandenen Hauptfraktion bzw. dem 
Ay _synthetischen Porphyrinester. 

: Himatoporphyrin und Protoporpyrin wurden in 1,85.10~° mol Konzen- 


e ‘tration mit 10 Molen Cystein 36 Stunden unter N, gekocht. Nach dem Neutrali- 


2 sieren und Ausiithern lieB sich kein Porphyrin mit den Eigenschaften des 
Yysteinporphyrins in der wiBrigen Phase feststellen. Die Priifung unter 





oF er Quarzlampe ergab eine sehr geringe Fluorescenz, wie sie auch zuriick- 
bleibt, wenn Himato- oder Protoporphyrin unter denselben Dedingengen 


der wiBrigen Phase entzogen worden sind. Zusatz von 0,05°/, Na- Hydro- 


Py sult zu den Syntheseversuchen inderte nichts am satel Damit ist 
PF  cezeigt, dab unter den S. 195 beschriebenen Hydrolysebedingungen mit 
crobem Volumen keine Resynthese eintritt. 


b) Isolierung des Porphyrins aus der prosthetischen Gruppe 
des Cytochroms c. 
Cytochrom c, entsprechend einer Himatinmenge von 165 mg, 


warde nach der S. 195 beschriebenen Eisenabspaltung in ins- 
" gesamt 17 Liter 20°/,iger Schwefelsiure wihrend 36 Stunden 
‘vorsichtig unter Stickstoff gekocht. Die Lésung war in bezug 
auf Cytochrom 1,5-10—-5 molar. Nach dem Neutralisieren wurde 
'das Porphyrin an 70 ¢ Kaolin adsorbiert. Der EKindampfriickstand 


‘der ammoniakalischen Elution wurde mit methylalkoholischer Salz- 
*siiure verestert, der Porphyrinester mit verdiinntem Ammoniak in 


‘Ather getrieben und nach der fiir das synthetische Porphyrin 
Mbeschricbenen Methode zwischen den p,,-Grenzen 4,92 und 2,92 
| fraktioniert. Die auBerhalb dieser Grenzen liegenden mengen- 
Unniibig geringen Fraktionen zeigten keinen kontinniotliclon Uber- 


“gang zu der Hauptfraktion und lieBen sich scharf abtrennen. Die 


in den oben bezeichneten Grenzen liegende Hauptfraktion ent- 


‘sprach 110 mg des eingesetzten Hiimatins, das sind 67°/,, Der 


“gribte Teil der Nebenprodukte waren itherunldsliche Flocken, mit 
4 otwiirts verschobenem, verwaschenem Porphyrinspektrum. 


Der Porphyrinester wurde noch 2mal innerhalb der oben 


4 Jangegebenen p,-Grenzen fraktioniert unter Verwerfung der Grenz- 
| traktionen; die iitherische Lésung wurde schlieBlich mit 2mal 
| Mcestilliertem Wasser ausgewaschen und unter Stickstofi bei 


-Zimmertemperatur zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde 
nit frisch destilliertem niedrig siedendem Petroliither in der 
Achatreibschale zerrieben, abzentrifugiert, mit Petrolither aus- 


‘ssewaschen und itiber P,O, und Paraffin im Hochvakuum bei 40° 
| =getrocknet. 
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Die Analyse ergab folgende Werte: 

5,015 mg Subst.: 11,075 mg CO,, 3,025 mg H,O. — 4,660 mg Subst. 
0,8871 cem N,, 721 mm, 23°. — 11,280 mg Subst.: 6,070 mg BaSO,. - 
4,130 mg Subst.: 4,850 mg Agu. 

C,,H,,N,5,0,.H,O (878,6) 
Ber. C 60,07 H 6,67 N 9,56 S 7,28 OCH, 14,11 
Gef. ,, 60,28 ,, 6,74 ,, 9,64 4, 7,89 » 18,88. 


Spezifische Drehung in 0,1°/, HCI: 


(a) Bes Licht = (- 0,15° “ 100) : (0,0873 . 1) = + 172°. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die 
Unterstiitzung der Arbeit und der Justus Liebig-Gesellschaft fiir die 
Gewihrung eines Stipendiums. Ferner danken wir Frl. Gnant, die das 

’ gesamte Ausgangsmaterial herstellte, fiir ihre ausgezeichnete Mithilfe. 
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Polarographische Eiweifuntersuchungen. I 


Die Polarographie als Untersuchungsmethode 
Von 
Caspar Tropp 


Mit 5 Figuren im Text 


(Medizinische und Nervenklinik der Universitat Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Oktober 1939) 


Die Polarographie hat seit der griindlichen Durcharbeitung 
ihrer Methodik und ihrer wissenschaftlichen Untermauerung durch 
Heyrovsky?) einen groBen Anwendungsbereich erfahren. Ur- 
spriinglich wurde sie hauptsiéchlich in der analytischen Chemie 
fiir Spurenanalyse angewandt. Vor allem jedoch seit den grund- 
lesenden Arbeiten aus der Prager Schule von Brdiéka?) und 
seinen Mitarbeitern fand sie Eingang in die biologischen Labora- 
torien. Die sehnell anschwellende Zahl biologischer Arbeiten weist 
auf die Bedeutung dieser Untersuchungsweise hin. 

Die Polarographie ist eine Methode, die es gestattet, ohne 
nenmenswerte Veranderungen an der zu untersuchenden Flissigkeit 
selbst reduktive, oxvdative und katalytische Prozesse in kurzer Zeit 
quantitativ zu verfolgen mit einer Genauigkeit und emer Empfind- 
lichkeit, die wir nur in der Spektralanalyse kennen. Diese Voraus- 
setzung machen die Polarographie in hohem Mabe geeignet, sie in 
weit gr6Berem Mabstab als bisher fiir biologische Untersuchungen 
heranzuaziehen. Die Méglichkeiten, die in ihr hegen, sind bei weitem 
noch nicht erschépft und sind noch emes sehr groBen Ausbaues 
lilig. In gedraéngter Kirze haben Brdiéka®) und Tropp?) auf 
die Anwendungsmoéglichkeiten hingewiesen. 

Ausfiihrliche Darstellungen wher die Methodik und ihre theo- 
retischen Grundlagen liegen von Heyrovsky!?) (a.a.O.) und 
Holn®) vor. In der vorliegenden Arbeit soll es nur unternommen 
werden, das Wesentlichste der Theorie und der Methodik heraus- 
aistellen, soweit es fiir das Verstaindnis der nachfolgenden biolo- 


gischen Arbeiten notwendig ist. 


loppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 262 14 
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Die Grundlagen der Polarographie gehen auf v. Helmholt 
zuruck, der bereits im Jahre 1881 mit seinem Schiiler Kénig das 
entscheidende Prinzip beschrieb. Die Polarographie wurde esi 
durch die Arbeiten von Kuéera‘), der die capillare Quecksilly- 
tropfelektrode schuf, als Untersuchungsmethode méglich. In doy 
Folge hat Heyrovsky (a.a. 0.) mit seiner Schule die Polayo- 
graphie zu dem heutigen hohen Stande der apparativen Technik 
entwickelt. 

Das Prinzip der Polarographie folgt elektrochemischen (e- 
setzen, unterscheidet sich jedoch grundsitzlich von allen frithere 
elektrochemischen Methoden. Die elektrolytische Zelle in’ ihrer 
spezifizierten Ausfithrung mit ihren beiden Elektroden ergibt dic 
Grundlage der Anwendbarkeit. Die Anode wird durch eine grobe 
(Juecksilberbodenfliche im GlasgefiB gebildet, an der eine positive 
Spannung leet. Sie muB unpolarisierbar sein. Sie hat als Elektrode 
zweiter Art in einer elektrolytischen Lésung ein bestimmtes  kon- 
stantes Kigenpotential und reagiert demgemaéB nicht auf die aubere 
angelegte Spannung. Die sehr langsam tropfende Quecksilber- 
kathode dagegen ist ideal polarisierbar und gibt eindeutig alle 
elektrolytischen Vorgange wieder, die sich an der Kathode ab- 
spielen. Dureh die scharf getrennte Anwendung der unpolarisier- 
baren Anode und der ideal polarisierbaren Kathode ist es moéglich, 
alle elektroechemischen Vorgange an der Kathode eindeutig  aul- 
guzeichnen. Durch Umpolung der Zelle k6nnen_ selbstverstiind: 
licherweise ebenso anodische Prozesse im gleichen Mabe der Unter 
suchung zugangig gemacht werden. 

Die Vorteile, die die langsam tropfende Quecksilberkathode auszeichnen., 
sind folgende: 

1. Durch das langsame Abtropfen des Quecksilbers aus einer sehr feinen 
Jenaer Thermometer-Glascapillare, deren innerer Durchmesser 0,06—0,07 mn 
betragt, entsteht eine kugelige Quecksilberoberflache, die sich in konstanten 
Rhythmus durch Abtropfen stets erneuert. Durch dieses werden alle chemische! 
Reaktionsprodukte, die an der Quecksilberoberflache elektrochemisch ent- 
stehen, mit jedem Tropfen beseitigt. Durch diese Arbeitsweise ist eine volliy 
Reproduzierbarkeit der Versuchsergebnisse und die notwendige Unabhaneig- 
keit von der Zeit gewahrleistet. 

2. Die polarographischen Untersuchungen in waBrigen Lésungen were 
nur dadurch erméglicht, daB sich der bei der Elektrolyse entstehende Wassct- 
stoff an der Quecksilberoberfliche mit einer sehr groBen Uberspannung 
abscheidet. Dieses Potential ist noch negativer als das der Alkaliabscheidung, 
wodurch die polarographische Bestimmung selbst dieser Substanzen noch quan- 
titativ erméglicht wird. 

3. Die auf der Quecksilberoberfliche reduzierten Metalle werden 
Teil als Amalgame niedergeschlagen. Dabei geben sie ihre spezifische elektris«! 
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ng, die etwa der Spannungsreihe der Metalle entspricht, ab. Durch die 
ideale Polarisation der Kathode kann diese elektrische Ladung mit einem emp- 
findiichen Nullinstrument genau registriert werden. 

t. Die chemische Reaktion an den winzig kleinen Quecksilbertrépfchen 
der Kathode erfordert so wenig Material der Untersuchungslésung, daB deren 
Konzentration selbst bei oft wiederholten Untersuchungen konstant bleibt. 
Der groBe Vorteil der Polarographie besteht fiir biologische Arbeiten vor allem 
darin, daB man mit den allergeringsten Substanzmengen auskommt und bei 
einer Konzentration der Versuchslésung von 10~4—10~° molar eine Fehler- 
quelle von héchstens 5°/, zu erwarten hat. Bei besonders wertvollen Sub- 
stanzen kénnen diese nach der polarographierten Untersuchung in fast un- 
veranderter Ausgangsmenge wiedergewonnen werden. Die Dauer der Analyse 
selbst nimmt im allgemeinen nur wenige Minuten in Anspruch. 

Die Flissigkeitsmenge, die fiir die Untersuchung benotigt 
wird, kann in geeigneten kleinsten Gefaiben so herabgemindert 
werden, dab 0,05 cem geniigen, um eine exakte Analyse durch- 
mautuhren. 

Der Anwendungsbereich der Polarographie erstreckt sich 
nicht nur auf Substanzen, die sich kathodisch reduzieren lassen, 
sondern auch auf Reaktionssysteme, ber denen durch geeignete 
Katalysatoren der Wasserstoff selbst oder andere bei der Analyse 
entstehende Reaktionsprodukte bei einem = positiveren Potential 
abgeschieden werden. Die sich unter dem KinfluB der NKatalyse 
ergebende Differenz im Abscheidungspotential ist quantitativ meb- 
bar. Dieses Verhalten erlaubt eS, die Polarographie beim Studium 
ler KiweiBkorper mit Nutzen anzuwenden. Sowohl Cystein als 
auch Cystin, das durch die elektrochemische Reduktion in zwet 
Molekiile Cystein zerfallt, ist polarographisch exakt nachweisbar. 
Mit dieser Entdeekung von Brdiéka ist es méglich geworden, die 
Polarographie besonders bei Fragestellang der EiweiBbehemie zur 
\nwendung zu bringen. 

Der Wasserstoff des Sulfhydryls im Cystem ist an sich nicht 
‘riuher abseheidbar, als der nicht katalysierte Wasserstoff im 
Wasser selbst, der erst durch Elektrolyse aus diesem frei wird. 
is gelingt jedoch durch Zugabe von Schwermetallsalzen, ins- 
besondere von Nickel und Kobaltsalzen, bei einem px = 9,5 ein 
Komplexsalz dieser Schwermetallsalze mit der Sulfhydrylgruppe 
des za untersuchenden EiweiBkérpers zu erhalten. In diesem 
\omplexsalz ist jetzt jedoch der Wasserstoff, der sich am Schwefel 
befindet, durch den EinfluB der Koordinationssphare der Metall- 
salve labiler geworden. Er wird in Dipolstellung gedriangt. Jetzt 
verhilt er sich nicht mehr wie gew6hnlicher Wasserstoff, sondern 
wie leichter abspaltbarer katalysierter Wasserstoff. 
14° 
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Nachdem der Wasserstoff jetzt bei einem positiveren Pote: tia! 
abscheidbar wird, laBt sich die Menge dieses katalysierten Wasser. 
stoffs, die naturgem&B allein von der Menge des in der Reaktioys. 
lésung befindlichen Cysteins abhiingt, polarographisch quantitatii 
bestimmen. Bekommen wir bei der polarographischen Unter- 
suchung eine typische katalysierte Wasserstoffreaktion, so gibt uns 
die mathematisch auf den Kurven durch die Stufenhédhe genay 


erfaBbare Menge dieses Wasserstoffs ganz eindeutig an, wieviel 
Sulfhydryl-Wasserstoff reagiert hat. Auf das EiweiBmolekiil selhs: 
iibertragen, bedeutet dies, wieviel Sulfhydryl-Wasserstoff im Cystei) 
bzw. Cystin als EiweiSbaustein gerade im Augenblick der polaro- 
graphischen Untersuchung nachweisbar ist. Diese Voraussetzunge 
stellen das entscheidende Prinzip dar, auf dem sich die Polaro. 
graphie als Untersuchungsmethode in der EiweiBchemie griindet. 


Die Apparatur 


An die elektrolytische Zelle wird eine auBere Spannung angelegt. Dies 
steht fiir jede an der Kathode reagierende Substanz in einem ganz bestimmiten 
Verhaltnis zum Abscheidungspotential. Durch diesen elektrolytischen Vorgang. 
der allein von der polarographischen Kathode gesteuert wird, entstehen so- 
genannte Stromspannungskurven. Diese werden auf optischem Wey 
genauestens und bequem durch den von Heyrovsky und Shikata’) kon 
struierten Polarographen*) aufgezeichnet. Das Schema des Polarographen nac!) 
Heyrovsky ist in Fig. 1 wiedergegeben. An die elektrolytische Zelle wird 
eine von 0—3,8 Volt standig langsam steigende Spannung durch die konstant 
Umdrehung der Kohlrausch-Walze (Fig. | A—#P) angelegt. Durch eine: 
Schleifkontakt C wird diese von dem Widerstandsdraht abgenommen, de 
auf 19 Windungen auf der Tromme!l aufgerollt ist. Eine einzelne Tromme'- 
umdrehung entspricht 200 Millivolt bei 4 Volt Akkuspannung. Die Unter: 
teilung einer Gesamttrommelumdrehung in 100 Teile ergibt, daB jeder Tei! 
strich 2 Millivolt entspricht. Die Widerstandstrommel ist mit einer phot 
graphischen Schlitzrundkassette F und S direkt gekuppelt, die sich einm 
beim Abtasten einer Windung des gesamten Widerstandsdrahtes mitdreht. 
Der durch die elektrolytischen Vorginge an der Kathode entstehende Potential: 
Strom wird photographisch durch die Ausschlige des Galvanometers @, da: 
von der Galvanometerlampe L beleuchtet wird, in einer Rundschlitzkassette / 


*) Es stehen uns heute brauchbare Polarographen von folgenden Firme! 


zur Verfiigung: 


1. Original-Polarograph von Heyrovsky und Shikata; Dr. A. und 


J. Nejedly, Prag XIX, Vokovice, Kladenska 76. 

2. K. Leybolds Nachfolger A.G., K6éln, Bayenthal. 

3. EF. Hellige & Co., Freiburg im Breisgau. 

Der Apparat der letzteren Firma ist ganz neu konstruiert und ¢ 
stattet es, vor allem einzel geschriebene Kurven genau abzuschneiden 1! 


zu entwickeln. 
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und S kontinuierlich auf photographisches Papier aufgezeichnet. Die Abszissen 
werden optisch im Abstand von 200 Millivolt aufgezeichnet. 

So entsteht die photographisch aufgezeichnete Gesamtkurve, 
die in einem Koordinatensystem liegt, in dem auf der Abszissen- 
achse die steigende elektromotorische Kraft und auf der Ordinaten- 
achse die Stromstarke aufgezeichnet ist. Dadureh erhilt die ent- 
stehende Stromspannungskurve ihr charakteristisches Geprage, das 
fir jede einzelne Substanz durch das feststehende Abscheidungs- 
potential bestimmt ist. 

Die Kurvenform hangt ab von der Tropfzeit, der AusstrOmungs- 
seschwindigkeit des 'Tropfquecksilbers, der Temperatur und dem pu. 





rig. 1 
[Schema des Polarographen nach Heyrovsky 
Zcichenerklirung: A—B = Kohlrauschwalze, C Schleifkontakt, F Rundkassette, S 
“chlitzverschluB, R Rheostat fiir Galvanometer G, L Galvanometerlampe, NV Ano 


und AK Tropfkathode 


bei der Spannungsreihe der Metalle werden in steter Folge von 
positiveren zu negativeren Werten die Edelmetalle iiber die unedlen 
Metalle bis zu den Alkalimetallen abgeschieden. 

Die mathematische Begriindung dieser Kurve ist in der 
Originalliteratur nachzulesen. 

In Fig. 2 ist das Polarogramm von Cadmium, Zink und Eisen 
bel verschiedener Empfindlichkeit des Galvanometers dargestellt. 
\ni versténdlichsten erscheint es mir, das Entstehen einer solchen 
Stromspannungskurve Schritt fiir Schritt zu schildern. Wird eine 
laigsam steigende Spannung von Null ab an eine elektrolytische 
/clle angelegt, in der sich die drei oben erwihnten Metalle befinden, 
“0 halt sich zuerst die A4uBere angelegte und die innere durch das 
spezifische Eigenpotential der Quecksilberanode hervorgerufene 
Spannung der Zelle das Gleichgewicht. Es entsteht eine annihernd 
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horizontale gleichmaBig gestreckte Linie. Die Hohe der einze!)e) 
Zacken und ihr Abstand ist lediglich durch die Tropfgeschwin ig. 
keit der Kathode und durch die Empfindlichkeit des Galvy.jo. 
meters bedingt. Man nennt diesen Strom den ,,Nullstrom‘’. Py; 
weiterem Ansteigen der Spannung tritt bei — 0,68 Volt ein scharte, 
Abbiegen der Kurve fast senkrecht nach oben ein, um dann jjach 
Erreichen einer gewissen Hohe wieder in die Horizontale ab. 
zubiegen. Dieser charakteristische Doppelknick wird als _,,polaro. 
graphische Stufe bezeichnet, und ist genau in seiner Lage durel, 
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Fig. 2 
Typ eines Reduktionspolarogrammes 


Versuchsanordnung: Galvanometerempfindlichkeit Kurve I 1/45, Kurve I] Mey. Stufe 


hoéhe in mm, Abszissenabstand 200 mV, beginnend mit 0 Volt. Zeichenerklirung der Figu 

N Nullstrom, D Diffusionsstrom, S¢ polarographische Stufe, A Abscheidung der 
groBerer Konzentration als GrundlOsung vorhandenen Ca’*-[onen 

Zu 10cem einer 0,1n-CaCl.-Lésung werden je 0,35 eem von 2°107? n-CdSO, + * 4,0 


lor 


2-107? n-ZnSO, + 7H,O und 2:°107? n-Fe(SO,).(NH,). + 6H.O zugegeben. In 1 cem 
Versuchsendlésung befinden sich 66 y Cd", 52y Zn und 90y Fe” 


das Abscheidungspotential in der gegebenen Loésung_ festgelest. 
Die Hohe dieser Stufe ist ein quantitatives MaB fiir das in der Zeit: 
einheit auf der Quecksilberoberflache der Tropfkathode reduziert 
Cadmium, dessen elektrische Ladung unter Amalgamierung ab- 
gsegeben wird und als Stromstirke die Stufenhéhe bedingt. a> 
Anwachsen der Stromstirke erfolgt exponential mit der Spannung 
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nach der Nernstschen Formel. Der exponentiale Ablauf dieser 
Kurve wird nach einer gewissen Zeit unterbrochen, da durch die 
Nutladung zahlreiche Ionen an der Quecksilberoberfliiche der 
Tropfkathode eine Ionenverarmung in der direkten Umgebung 
der Kathodenspitze eintritt. Bei weiterem Ansteigen der Strom- 
stiirke sind nicht mehr die polarographischen Vorginge in der 
elektrolytischen Zelle allem maBgebend, sondern als entscheidender 
Faktor tritt jetzt das Diffusionsgefaille der Kationen zum. ver- 
armten Kathodenoberflichenbezirk in Erscheinung. 

Der sich an die obere Knickung der Stufe anschlieBende hori- 
goutale Verlauf der polarographischen Kurve wird als Diffusions- 
strom bezeichnet und ist als solcher allein von der Diffusions- 
ceschwindigkeit der betreffenden Teilchen zu der Kathodenoberfliche 
abhingig. Sind mehrere reduzierbare Ionen in der elektrolytischen 
Zelle vorhanden, so wiederholt sich dieses Spiel der Ionenreduktion 
immer als typische Stufe, wenn das fiir das vorhandene Metall in 
der vorlegenden Lésung entsprechende Abscheidungspotential er- 
reicht wird. In der Fig. 2 wird Zink bei — 1,06, Eisen bei — 1,33 Volt 
abgeschieden. Dadurch, da die Hohe der Stufe direkt der Ionen- 
konzentration proportional ist, ist die quantitative Auswertung 
moglich. 

Jedes Polarogramm endet mit einem sehr steilen plétzlichen 
Ansteigen der Kurve bis ttber den Rand des photographischen 
Papieres hinaus. Dieser letzte Stromanstieg ist durch die charak- 
teristische Zusammensetzung der ,,Grundlésung bedingt, in der 
die zu untersuchenden Substanzen zur Untersuchung gelangen. 
Diese Grundlésung enthalt zumeist Metalle, die sich am Ende der 
Spannungsreihe abscheiden (Alkalimetalle) in gréBerer Konzentra- 
tion. Ks werden Loésungen von meist 10-1! Normalitét im End- 
volumen verwendet. Die Anwesenheit dieser Ionen in héherer 
Konzentration ist notwendig zur Ausschaltung des elektrischen 
l‘cldeinflusses und zur bloBen Diffusion der zu bestimmenden Ionen. 
Der Widerstand der Zelle soll héchstens etwa 1000 Ohm betragen. 


Bestimmung des Abscheidungspotentials 
Man kann das Abscheidungspotential einer jeden Substanz 
experimentell dadurch bestimmen, dai man eine Tangente im 
Winkel von 45° an die Biegung der Exponentialkurve anlegt und 
von dem Bertthrungspunkt die Senkrechte auf die Abszisse fallt. 
Der so aufgefundene Kriimmungspunkt ist als charakteristisches 
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Potential nur fiir die vorliegende Lésung giiltig. Die Abhangigk.it 
von der Konzentration erschwert somit bei unbekannter Koy. 
zentration der Untersuchungslésung das Aufsuchen des charakte- 
ristischen Abscheidungspotentials. Durch die Einfiihrung des 
mathematisch genau begriindeten Halbstufenpotentials (Fig. 3) 
ist diese Schwierigkeit beseitigt. Es ist durch die Senkrechte auf 
die Abszisse vom genauen Mittelpunkt der Stufe aus definiert. 
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Fig. 3 


Konstruktion des Halbstufenpotentials 


Versuchsanordnung: Galvanometerempfindlichkeit !/,;). Beginn jeder Kurve bei 800 mV. 
Zeichenerklirung: HP = Halbstufenpotential, 4 seginn, B Ende des exponentialen 


Kurvenverlaufes in Abhiingigkeit von der Co’*-Ionenkonzentration. Die Senkrechte HP gelit 
bei allen Kurven genau durch die Mitte 


Kurve I: 1eemn-NH,CI], 8.8 cem bidest. Wasser 0,2 cem 1,6° 107? n- Kobaltochloridl6sung 
Kurve II: 1 Bip. e : O56 ,, 1,6°1072 n-Kobaltochloridlésung 
Kurve III: 1 1 | ee “* - 10 ., 1,6°107? n-Kobaltochloridlésung 
Kurve IV: 1] T.A0° -<s © ve 2.0 ,, 1,6°107% n-Kobaltochloridlésung 
kurve fae 5.0 ., a Be $0 ., 1,6°107? p-Kobaltochloridlésung 
Kurve VI: 1 ip)... - ; 5.0 ., 1,6°1072 n-Kobaltochloridl6sung 


Dieses Halbstufenpotential ist unabhangig von der Kon- 
zentration der in der Lésung zu bestimmenden Substanz, von 
der Tropfgeschwindigkeit und auch von der Empfindlich- 
keit des Galvanometers. 

Diese selbst ist in weiten Grenzen variabel, um fiir jede 7u 
analysierende Stufe den optimalen Schreibeffekt zu erzielen. 
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Anwendungsbereich der Polarographie 
(js sind vor allen Dingen drei Gruppen von Untersuchungs- 
moglichkeiten, die der polarographischen Forschung zuginglich sind. 
|. Maxima: Auf die Zusammenhinge dieser Erscheinungen 
kann 1m Rahmen dieser Arbeit nicht eingegangen werden. Es sei 
ganz allgemein das Prinzipielle herausgestellt. Durch die wirksamen 


' Obertlichenkrafte, die eine gréBere Adharenz der in der Lésung 


zu bestimmenden Substanz an der Quecksilberoberfliche bedingen, 
als der Konzentration der Loésung entspricht, entsteht bei der 
Krreichung des Reduktionspotentials bei der plétzlichen Kntladung 
der vermehrt adharenten Ionen ein gréBerer StromstoB, der die 
Kurven schnell zu steiler Héhe treibt und sie ebenso schnell wieder 
abfallen laBt, bis der konzentrationsgerechte Diffusionsstrom den 
elektrochemischen ProzeB beherrseht (vgl. Fig. 4, Kurve I). 

2. Die reversible Reduktion, die der Reduktion der 


Pabscheidbaren Metalle entspricht. Diese Erscheinung haben wir 
fin Zusammenhang mit Fig. 2 ausfihrlich besprochen. 


3. Die irreversible Reduktion: Zu dieser geh6ren alle 


}katalytischen polarographisch nachweisbaren Reaktionen. 


Beispiel einer katalytischen Reaktion 
Versuchsanordnung 


Als Grundlésung wird bei den EiweiBuntersuchungen ein Kobalto—Puffer- 


'vemisch verwendet: 


Stammlésungen: 1,6—10~2m-Kobaltochloridlésung, n-NH,Cl und n-NH,: 


| OH-LoOsungen. 


Diese Lésungen werden in strenger Einhaltung der Reihenfolge: 1 cem 


NH,Cl, 2cem Kobaltochloridlésung, | eem NH,OH-Lésung zusammengegeben, 


da sonst Kobalthydroxyd ausfallt. Zu diesen 4 ccm werden 6 cem Unter- 


| suchungslésung zugegeben, so daB in der Endlésung NH,Cl und NH,OH als 


/'.1n vorliegt. Die Untersuchungen in einem Endvolumen von 10 ccm in 


einem 25-cem-Becherglas haben sich uns als praktisch erwiesen. 

|. In Fig. 4 stellt Kurve I das typische Polarogramm des Cysteins 
dar. In den 6 cem Wasser, die zu den 4 ccm Puffer zugefiigt werden, sind 
4,07 Cystin in 10 cem Endvolumen enthalten. Das 2wertige Kobalt im Puffer- 


| cemisch wird bei der polarographischen Untersuchung zum metallischen Kobalt 
reduziert als Amalgam abgeschieden und gibt die typische Kobaltstufe, die 


Us Stufe 1 in Fig. 4 zu sehen ist. Aus Raumersparnis beginnt die polaro- 
‘raphische Kurve erst bei — 0,8 Volt. Das Abscheidungspotertial des Kobalts 


liegt bei — 1,2 Volt. An diese erste Kobaltstufe schlieBt sich die typische, 
turch den katalysierten Wasserstoff bedingte Cysteinstufe an. Sie zeigt den 


‘harakteristischen breiten Gipfel. Die Héhe der Stufe wird in Millimetern 


iusgedriickt. Zur Messung der Stufenhéhe werden an den unteren Rand der 
) eden begrenzenden horizontalen Kurvenstiicke Parallelen gelegt und der 
© ADstand gemessen. 
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2. Die zweite Kurve zeigt den Grundtyp der Proteinstufe. )j 
Menge und die Zusammensetzung des Kobaltpuffergemisches ist gleich 7) 
den 4 ccm Puffergemisch werden 6 ccm einer 0,05°/,igen Globulinlésuns 2). 
gegeben. Die erste Stufe entspricht wieder der Kobaltstufe. An diese scjlieQ; 
sich jetzt die typische Proteindoppelstufe an. Wodurch die erste Sty/ 
dieser Doppelstufe bedingt ist, kann noch nicht eindeutig gesagt werdei. [) 
dritten Teil der polarographischen EiweiBuntersuchungen machen wir es \ahy. 
scheinlich, daB sie etwas mit den spezifischen Bindungen im EiweiBmojeki) 
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Fig. 4 
Cystin- und Proteinkurven 


Versuchsanordnung: Galvanometerempfindlichkeit */,;,, Stufenh6he in mm. Begim 


Kurve bei 800 mV. Zeichenerklirung: N Nullstrom, M Maximum des Kobalts 
Co-St. Kobaltstufe, Cy.-St. Cystinstufe, Pr. Dst. Proteindoppelstufe mit I. und If. stu! 
A = Abscheidung des Ammoniaks der Grundlésung 


Kurve Il. Zu 4eem Kobaltopuffergemisch (1 cem n-NH,CI], 2 cem 1,6°1072 n-Kobaltochlor 
1 eem n-NH,OH) werden 5,8 ecm bidestilliertes Wasser und 0,2 ecm einer 1° 1074 m-Cystil- 
lodsung (4,8 y Cystin) zugegeben und sofort polarographiert 
Kurve Il. Zu 4ecem des obigen Kobaltopuffergemisches werden 6,0 cem einer 0,05° ,ig 
Globulinl6sung (aus Pferdeplasma) zugegeben und sofort polarographiert 


zu tun hat. Der zweite Teil der Proteinstufe entspricht offenbar dem Cysti! 
im EiweiBmolekiil, da einmal diese typische Proteinkurvenform nur bei Eiweil- 
kérpern erhalten wird, die Cystin enthalten, und zum zweiten bei der Siure- 
hydrolyse des EiweiBes eine Cysteinkurve resultiert, die dasselbe Abscheidung:: 
potential und dieselbe Form zeigt wie die 2. Stufe der Proteindoppelstute. 


Eichkurve 


Sit 


Diese ist bei Arbeiten mit einer EiweiBlésung dringend notwendi: 
ist keine Gerade, sondern eine Kurve und nahert sich mit zunehmender Kon: 
zentration einer Horizontalen (Fig. 5). Die Gestalt der Kurven ist dadurt! 
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hedingt, daB bei héheren Konzentrationen die Katalyse an der Quecksilber- 
trop /kathode nicht konzentrationsproportional stattfinden kann. Die groBen 
KiweiBmolekiile besetzen die kleine Oberflache des Quecksilbertropfens weit- 
vehend schon bei geringen KiweiBkonzentrationen, so das iber die Oberflachen- 
sittigung hinaus eine héhere Lésungskonzentration polarographisch nicht mehr 
nachweisbar ist. Es ist die Kunst des Untersuchers, fiir seinen Untersuchungs- 
hereich geeignete EKichkurven durch Wahlen der zweckmaBigsten Verdiinnung 
aufzustellen. 
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Fig. 5 





Typ einer Proteineichkurve (Insulin) 

fentnommen aus der Arbeit Tropp ®)] 
Galvanometerempfindlichkeit !/3,,. Auf der Abszisse sind die Einheiten Handelsinsulin Degewop 
440 Ek eem) eingetragen, die sich in 10 cem Kobaltopuffergemisch (4 cem Puffer und 6 cem 
Wasser mit der entsprechenden Insulinmenge) befinden. Die Ordinate entspricht der Stufen- 

héhe (Gesamtproteindoppelstufe) in mm 


Schrifttum 


|. Heyrovsky in Béttger, Physikalische Methoden der analytischen 
Chemie IT (1936) und III (1939), Akad. Verl.-Ges. Leipzig. Dort die gesamte 
polarographische Literatur. 

2. R. Brdiéka, a) Collection VIII, Nr. 8 (1936) des traveaux chimiques de 
Tchécoslovaquie. b) Acta der Internat. Vereinigung fiir Krebsbekampfung 
Vol. II, Nr. 1 (1938). 


3. Rh. Brdiéka, Ber. physik.-med. Ges. Wiirzbg., N. F. 60. 

4. C. Tropp, Klin. Wschr. 16, 374 (1937). 

). H. Hohn, Chemische Analysen mit dem Polarographen. Springer, Berlin 
1937. 

6. H.v. Helmholtz, Monogr. Ber. der Berliner Akademie, 3. XI. 1881. 

‘GG. Kuéera, Ann. d. Phys. 11, 529, 698 (1903). 

‘. J. Heyrovsky u. M. Shikata, Der Polarograph. Rec. Trav. chim. Pays- 


‘as 44, 496 (1925). 
%. ©. Tropp, Klin. Wschr. 17, 465 (1938). 





































210 


Polarographische Eiweibuntersuchungen. II 


Polarographische Untersuchungen iiber Zustandsanderungen 
des Fibrinogens 


Von 
Liselotte Jiihling, Caspar Tropp und Edgar Wohlisch 


Mit 5 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologischen Institut und der Medizinischen und Nervenklinik 
der Universitat Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. Oktober 1939) 


kis ist das Verdienst von Brdiéka!) und seinen Mitarbeitern, 
die von Herles und Vanéura?) entdeckte polarographische 
Reaktion der EiweiBkérper im AnschluB8 an Heyrovsky und 
Babiéka**) weiter untersucht und den wesentlichen Befund 
erhoben zu haben, daB EiweiBstoffe in ammoniakalischer Lésung 
(pu = 9,5) von Co- und Ni-Salzen im Strom-Spannungsdiagramm 
Kurven mit emer typischen Doppelstufe geben. 

Durch Hydrolyseversuche konnte Brdiéka®®?) auBerdem 
feststellen, daB die Proteindoppelstufe dem im Eiweibmolekii! 
vorhandenen Cystin bzw. Cystein zuzuordnen ist. Es gelang ihm 
dann auf Grund dieser Ergebnisse, eine polarographische Methode 
zur Bestimmung von Ejiweibstoffen auszuarbeiten, die Cystin 
baw. Cystein in ihrem Molekiil enthalten. Polarographisch ver- 
halten sich Cystein und Cystin gleich, da das letztere elektro- 
chemisch zu Cystein reduziert wird. Diese Entdeckung wurde von 
ihm dann zu einer Serumreaktion des Carcinoms ausgebaut, nacli- 
dem es ihm gelungen war, zu zeigen, dab im Serum Krebskranker 
offenbar weniger schwefelhaltiges organisches Material vorhanden 
ist, als in dem Gesunder. Durch ‘lropp%) wurde auf einige Feliler- 
quellen in diesem Verfahren hingewiesen und dasselbe verbesse't. 

Wahrend also die Proteindoppelstufe einer bestimmten che- 
mischen Gruppierung im Eiweifmolekil zuzuordnen ist, gelang 
es bis jetzt noch nicht, eine Deutung fiir die 1. Stufe zu finden. 

Kis schien uns nun mdoglich, durch polarographische Unter- 
suchungen verschiedener Eiweibkérper unter verschiedenen 
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Bedingungen einiges zur Aufklérung der Strukturchemie der 
LiwelBk6rper beizutragen. 

Wir begannen unsere Untersuchungen am Fibrinogen, da dieser 
LiweiBkérper bei der Blutgerinnung, d.h. bei dem irreversiblen 
Ubergang in Fibrin, eine Umwandlung erfahrt, die nach einer 
Arbeitshypothese von Woéhlisch*?*) emen durch das Thrombin 
fermentativ katalysierten, denaturierungsartigen Vorgang  vor- 
stellt. Da nun die Denaturierung bei EiweiBk6rpern zu charakte- 
ristischen Veranderungen im Polarogramm fiihrt, erschien es 
aussichtsreich, die polarographische Methode zur Klarung des 
Problems der Fibrmogenumwandlung heranzuziehen. Die Ver- 
inderung des Polarogramms bei der Denaturierung besteht in einer 
Erhéhung der Proteinstufen. 

Brdiéka™!) fand dies bei der denaturierenden Einwirkung 
von Natronlauge, Salzsiure und Pepsinsalzsiiure auf Serum, 
Wenig und Jirovec}?%) hatten das gleiche bei der Denaturierung 
von Serumglobulin und Serumalbumin durch  Ultraviolett- 
bestrahlung gefunden. Die Erhéhung der Stufen weist auf eine 
bei den Denaturierungsvorgiingen stattfindende Anderung der 
Kiweibstruktur hin, und zwar muf es sich um das Auftreten einer 
vrdBeren Zahl polarographisch reagierenden Gruppen handeln. 
Auf die niheren Zusammenhinge wird weiter unten eingegangen. 


Experimenteller Teil 
1. Das Kobalt-Puffergemisch 

Stammlésungen: Eine 1,6-10~?m-Kobaltchloridlésung, eine n-Ammo- 
niumchloridlésung, eine n-Ammoniaklésung. 

Von diesen Stammlésungen werden 1 cem NH,CI, 2 cem CoCl,-Lésung, 
Hccm Wasser, bzw. waBrige Reaktionslésung und | cem NH,OH-Lésung in 
dieser Reihenfolge zu einem Gesamtvolumen von 10 cem zusammengemischt. 
Bei geringerem Ansatz der Versuchslésung kann natiirlich die Gesamtmenge 
so welt verringert werden, wie tiberhaupt noch eine polarographische Unter- 
suchung méglich ist. Uns hat sich der Ansatz von 10 cem als gut handlich 
ind stets ausreichend erwiesen. 


2. Darstellung der Fibrinogenlosungen 
a) Fibrinogenlésung nach Hammarsten 

Was im Serumseparator aus Oxalatblut von Pferd, Schwein oder Rind 
‘ogetrennte Plasma wurde mit 6°/, des Volumens an tertiaérem Calciumphosphat 
versetzt, eine '/, Stunde auf der Maschine geschiittelt und sofort danach 
das Calctumphosphat auf der Becherzentrifuge abgetrennt. Das auf diese 
Weise von Prothrombin und Thrombokinase befreite und deshalb ,,calcium- 
este” Plasma wurde zur Fallung des Fibrinogens mit dem gleichen Volumen 
esattigter _Kochsalzlésung versetzt. Das sich abscheidende Fibrinogen setzte 
‘ich in den zur Fallung verwendeten MeBzylindern sehr gut an der Oberflache 
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ab und konnte mit einem Hornléffel abgehoben werden. Nach 6fterem \ys. 
waschen mit halbgesattigter Kochsalzlésung lésten wir die Fallung dio) 
Zugabe von 1/, bis !/;, des Plasmaausgangsvolumens an destilliertem Wa «sey. 
Um die Lésung auf den Kochsalzgehalt von 0,9°/, zu bringen, wurde s\. jy 
Kollodiumhiilsen oder Dialysierschliuchen aus Cellophan von der Firma | alc 
gegen physiologische Kochsalzlésung dialysiert- und zur polarographis« hey 
Untersuchung verwendet. 


b) Reinigung der Hammarsten-Fibrinogenlésung 
nach Huiskamp 


Da die so dargestellten Fibrinogenlésungen meistens noch hoéherkoagy 
lierende EiweiBstoffe neben Fibrinogen enthielten, wurden sie nochmals wy. 
gefallt. Verwendeten wir hierzu die Methode von Huiskamp!*), so wurd 
die Fibrinogenlésung entweder nach der Dialyse oder auch gleich nach der 
Auflésung, d. h. mit einem NaCl-Gehalt von etwa 4°/, mit dem doppelten 
Volumen gesattigter Natriumfluoridlésung versetzt. Die entstehende Fallung, 
die sich der durch Kochsalzfallung erhaltenen sehr ahnlich verhalt, wird ent- 
weder wie dort mit einem L6ffel abgesch6pft oder auch durch Aufwickeln aut 
einen Glasstab aus der Lésung entfernt. Es wurden dabei ?/, des Ausgangs. 
volumens an 0,9°/,iger Kochsalzlésung zur Wiederauflésung zugegeben. Dabei 
zeigte sich, daB das aus der 0,9°/, NaCl enthaltenden EiweiBlésung mit Natrium- 
fluorid gefallte Fibrinogen leichter wieder in Lésung zu bringen ist als das 
aus der mehr NaCl enthaltenden Lésung. In den meisten Fallen wurde di 
Fallung mit Natriumfluorid noch einmal wiederholt. 


¢) Fibrinogenlésung nach Mellanby, 
gereinigt nach dem Verfahren von Schmitz 


Das mit Calciumphosphat behandelte Plasma wurde nach Mellanby'! 
in das Zehnfache seines Volumens an destilliertem Wasser, das auBerdem ! , 
des Plasmaausgangsvolumens an n-Hssigsiure enthielt, eingegossen. Der ent- 
stehende Niederschlag setzte sich in einem Teil der Versuche gut ab. Di 
iiberstehende Fliissigkeit wurde abgehebert, und nach einmaligem Nachwaschen 
und Abhebern des Waschwassers der Niederschlag abfiltriert oder abzentri- 
fugiert. In einigen Fallen, in denen die Fallung sich nicht gut absetzte, mubt 
die ganze Flissigkeitsmenge zentrifugiert werden. Die gewaschenen Fallunge: 
wurden dann in physiologischer NaCl-Léosung, und zwar etwa einem Sechst 
des Plasmaausgangsvolumens, gelést, wobei wir zunachst mit nur. cine! 
geringen ‘Teil des Lésungsmittels anteigten und das Eiweif quellen lieben. 
Auf diese Weise lassen sich die EiweiBstoffe wesentlich besser in Lésung bringen. 
als wenn man gleich eine grobe Menge Flissigkeit zugibt. Ein Teil der s 
erhaltenen, sehr unreinen Lésungen wurde in diesem Zustand zu den polaro- 
graphischen Untersuchungen verwendet. Die andere Halfte wurde mit physic: 
logischer NaCl-Lésung auf die Halfte verdiinnt und dann nach den Angabe! 
von Schmitz!*) mit Ammonsulfat gefallt, derart, daB je 70 cem der Fibrinogen: 
ldsung mit 30 cem gesattigter Ammoniumsulfatlésung versetzt wurden. D1 
entstehende Fallung wurde abzentrifugiert und mit '/, gesattigter Ammonium: 
sulfatlésung nachgewaschen. Nach der Auflésung in der Halfte des Ausgangs- 
volumens an physiologischer NaCl-Lésung wurde wieder in zwei Halften unter- 
teilt. Die eine dialysierten wir gegen physiologische Kochsalzlésung und ver- 


. es . . . . *. ] 
wendeten sie nach vollstandiger Entfernung des Ammoniumsulfates fiir i 
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F polarographischen Untersuchungen, wahrend die andere Hilfte noch ein zweites 
Val mit Ammoniumsulfat umgefallt wurde. 


d) Fibrinogenlésung nach McLean 


Vas mit Calciumphosphat vorbehandelte Plasma wurde nach Mc Lean") 


1, )/. mit Ammoniumsulfat gesattigt, die entstehende Fallung abzentrifugiert, 
mit! , gesattigter Ammoniumsulfatl6sung gewaschen, wieder gelést und 2- oder 
3nal mit der gleichen Ammoniumsulfatkonzentration umgefallt. Polaro- 


sraphisch wurden Proben von allen Fallungen untersucht. 

Der Stickstoffgehalt der L6sungen wurde in allen Fallen nach Kjeldahl 
bestimmt und daraus durch Multiplikation mit dem Faktor 6,25 der Eiweib- 
vehalt berechnet. 

Um festzustellen, ob das Fibrinogen keine Verainderungen bei den Um- 
fillungen erlitten hatte, wurde es in allen Fallen auf seine Gerinnbarkeit mit 
Thrombin geprift. AuBerdem wurde zur Bestimmung des Reinheitsgrades der 
Lisungen nach dem Abfiltrieren der bei 56° erhaltenen Fibrinogen-Hitzefallung 


veiter erwarmt, um auf die Anwesenheit bei h6heren Temperaturen noch aus- 


Hallender EiweiBkérper zu prifen. Nach 2 maliger Fallung des Hammar- 
sten-Fibrinogens nach Huiskamp mit Natriumfluorid und ebenso nach 
)2maliger Fallung des Mellanby-Fibrinogens mit Ammoniumsulfat oder nach 
P3maliger Ammoniumsulfatfallung nach McLean waren die Fibrinogen- 


lisungen praktisch von héherkoagulierendem EiweiB frei. 


3. Darstellung des Thrombins 


Die Darstellung der Thrombinlésungen erfolgte nach dem kombinierten 


HVerfahren von Mellanby-Bleibtreu-Howell'’). Zur Darstellung der 
}Losungen aus den so erhaltenen Trockenpulvern wurde | g von diesem mit 


com physiologischer NaCl-Lésung behandelt, indem das Pulver zundachst 
it cinem kleinen Teil des Volumens angeteigt und gequollen und dann erst 
t der restlichen NaCl-Lésung versetzt und einige Zeit geschiittelt wurde. 
Kin groBer Teil der Substanz blieb dabei immer ungelést. Beim Filtrieren 


erhielten wir eine wasserklare Lésung, die aber noch Eiweibreaktionen mit 


Nullosalicylsfure gab. 0,5 cem einer etwa 1,2°/,igen Fibrinogenlésung gerann 
it |cem der Thrombinlésung versetzt in 10—12 Sekunden. Bei langerem 


PXechen triibt sich die Thrombinlésung und nimmt an Wirksamkeit ab. 


4. Heparinlosung 
Zur Darstellung der Heparinl6sung verwendeten wir das Heparinpraparat 
0 Schering. Wir lésten davon 10—20 mg in etwa 2,5 cem 0,9°/,iger NaCl- 
Lisung und setzten die Untersuchungen mit 0,25 cem Heparinlésung im End- 
lumen von 10 cem an. 
do. Trypsinlosung 
ur Darstellung der Trypsinldsung verwendeten wir ein Fermentpraparat 


Merek, das in physiologischer Kochsalzlésung zu 1°), gelést wurde. 


Die polarographisehen Versuchsergebnisse 

1. Untersuchungen an gereinigtem Fibrinogen 
einer vorlaufigen Mitteilung zeigten wir!’) bereits, dab 
ogenlésungen aus Plasma verschiedener ‘Tierarten, ohne 
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Kurve II). 


Ks fand sich spiter, daBi sich diese Fibrinogenlésungen 1! 


Vergleich zu anderen sehr stark verainderten. Sie gerannen nat! 


wenigen Tagen nicht mehr mit Thrombin und koagulierten selb*' 


beim Kochen nicht mehr. Wurden sie intakten Fibrinogenlésunge! 
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aus anderen Plasmen zugesetzt, so brachten sie auch in diesen die 
Gerinnbarkeit zum Verschwinden und erhéhten den Hitzekoagu- 
lationspunkt. Ks muB sich hier also wohl um ein irgendwie ver- 
indertes, vielleicht durch ein Fibrinogenolysin des Plasmas ab- 
sebautes Fibrinogen gehandelt haben. Beziiglich der Wirkung 
derartiger von uns eingehend studierter Lysine verweisen wir auf 
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Fig. 2 


Das Verschwinden der Kobalt- und 1. Proteinstufe bei einem Pferdefibrinogen, 
das stark lytische Eigenschaften hatte, beim Erhitzen nicht mehr koagulierte 
und mit Thrombin nicht mehr gerann 


Galvanometerempfindlichkeit 2/.,,. Beginn bei — 0,8 V 


Kurve 1: 6 cem Kobaltopuffergemisch (1 cem n-NH,Cl, 4 cem 1,6°10—* m-Kobaltochlorid und 
1 cem n-NH,OH) + 4 ccm 0,3°/,ige Fibrinogenlédsung nach Mellanby, lmal um- 
gefillt nach Schmitz 

Kurve 2: 6 eem Kobaltopuffergemisch + 4 ccm der gleichen Fibrinogenlésung, 2mal umgefallt 
nach Schmitz 


die Arbeiten von Diebold?®), Wohlisch und Jihling?*), sowie 
Jihling und Wohlisch??). 

Nur so kénnen wir uns erklairen, daB es uns in weiteren Unter- 
suchungen an ebenfalls gereinigten und von hédherkoagulierenden 
Liweibstoffen befreiten Fibrinogenlésungen aus Pferde-, Schweine- 
und Rinderplasma nicht gelungen ist, diese Kurven zu 
reproduzieren. Wir erhielten zwar in einigen Fallen Kurven, 
bei denen sowohl die Kobaltstufe wie auch die erste Proteinstufe 
nur sehr schwach ausgebildet waren, aber die grobe Mehrzahl der 
untersuchten Lésungen wies im Stromspannungsdiagramm sowohl 
die Kobaltstufe als auch die beiden Proteinstufen auf. 

Wir wissen heute, da der Kurvenverlauf in seiner Archi- 
tektonik in héchstem MaBe von der Konzentration der Hiweib- 
kérper abhangt. Es mu8 jedoch nochmals ausdriicklich betont 
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werden, daB einerseits selbst bei hoher Konzentration, die gerade B 
eben noch eine Registrierung gestattet und andererseits bei sehy E , 
starker Verdiinnung ein Verstreichen des Polarogramms zu einer F ( 
solchen mit einem noch eben ausgebildeten Gipfel niemals erha!tey ( 
werden konnte. Bei unseren weiteren Studien iiber das Verhalten voy f) 
Fibrinogenlésungen haben wir solche von verschiedenem Reinhcits- ) 
grade nach verschiedenen Verfahren aus Pferdeplasma hergestelli ‘| 
und untersucht. Sie zeigten alle typische Proteinkurven (Fig. 1), 

die sich in ihrem AuBeren trotz gleicher Konzentration zum ‘Tei! i 


sehr stark unterschieden. 


2. Umwandlung des Fibrinogens durch Thrombin und Hitze 


Zunachst wollen wir hier auf Versuche eingehen, in dene 
denaturiertes Fibrinogen auf sein polarographisches Verhalte 
geprift wurde. Fir diese Versuche war der von Diebold uni 
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Fig. 3 
Kinwirkung von Thrombin und Heparin 
auf Pferdefibrinogenlésungen von verschiedener Harnstoffkonzentration 
Galvanometerempfindlichkeit !,,5. Kurvenbeginn bei 0,8 V 
Fiir siimtliche Kurven wurden 4 cem Kobaltopuffergemisch je 6cem der versebieder I 
FibrinogenlOsungen zugesetzt | 
Kurve 1: Fibrinogen- und Pufferl6sung ohne Harnstoff 
Kurve 2: Dasselbe mit 10°/, Harnstoff. Die Pufferlédsung enthalt ebenfalls 10°/, Harnsto! 
und die Mischung wurde 10 Minuten bei 56° erwiirmt 
Kurve 3: Dieselben Lésungen mit 10°/, Harnstoff (Kontrollversuch) V 
Kurve 4: In den 6 cem der gleichen versuchsfertigen Fibrinogenl6sung sind 0,05 cem 1° ige! | 
Thrombinlésung enthalten. Es wurde sofort nach Zugabe dieser Fibrinogenlosuie & 
zum Puffergemisch polarographiert ( 
Kurve 5: Der gleiche Ansatz wie in Kurve 4, nur betrug die Thrombineinwirkung in der Pferde- & i 
fibrinogenl6ésung 30 Minuten, bevor diese zum Kobaltopuffergemisch zugesetzt wurdi 
Kurve 6: Die Fibrinogenlésung enthilt in 6 eem 0,2 cem 1°/,ige Thrombinlésung. Es wure S 
sofort nach ZusammengieBen mit dem Kobaltopuffergemisch polarographiert 
Die Endharnstoffkonzentration im Endversuchsansatz enthielt 3°/, Harnstoft 
Kurve 7: Dasselbe. Die Einwirkung des Thrombins auf das Fibrinogen betrug 2'/, Stunde! 
dann wurden die 6 cem zu 4cem Kobaltopuffergemisch zugesetzt und polarographic! 
Kurve &: Die gleiche Fibrinogenl6sung enthielt in 6 cem 0,25 cem Heparinlosung 15 mg » 
| 


Nach 2!/,stiindiger Einwirkung wurde sie zum Kobaltopuffergemisch hinzugegeb«! 
und sofort polarographiert 
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Jiihling?’) erhobene Befund von Vorteil, wonach bei Gegenwart 
von 10°/, Harnstoff Hitzedenaturierung und Thrombinumwandlung 
des Fibrinogens zwar ablaufen, die Umwandlungsprodukte aber 
durch den Harnstoff in Lésung gehalten werden. Wird dann nach- 
triiglich der Harnstoffgehalt verringert, etwa durch Dialyse gegen 
physiologische Kochsalzlésung, so flockt das Hitze- baw. 
Thrombinfibrin aus. 

Zu den Thrombinversuchen mu noch bemerkt werden, dab 
wir mit Thrombinmengen arbeiteten, die polarographisch noch 


E %so 





Fig. 4 
Hitzedenaturierungseffekt von Pferdefibrinogenen verschiedener Darstellungsweisen 
Galvanometerempfindlichkeit 4459. Beginn bei 0,3 V 
Fir alle Kurven dieselbe Menge Kobaltopuffergemisch wie bei dem vorigen Versuch. Diesem 
Puffergemisch wurden fiir jeden Versuchsansatz je 6 cem der verschiedenen 0,2°/,igen Pferde- 


fibrinogenl6sungen Nr. 7 zugesetzt. Die Endversuchslésung enthielt stets 10°/, Harnstoft 


Kurve 1: Fibrinogen nach Hammarsten 


Kurve 2: Dasselbe 5 Minuten bei 59° im Thermostaten erwiirmt 

Kurve 3: Fibrinogen nach MacLean 

Kurve 4: Pferdefibrinogen nach MacLean bei 54° erwirmt 

Kurve 5: Fibrinogen nach Hammarsten, 2mal nach Huiskamp umgefiillt 


Kurve 6: Dasselbe 5 Minuten bei 54° im Thermostaten erwiirmt 


iicht nachweisbar waren, aber bereits eine Umwandlung des 
librinogens zu Fibrin verursachten. 

LieBen wir nun Thrombin auf Fibrinogenlésungen bei Gegen- 
wart von 10°/, Harnstoff einwirken und untersuchten Proben des 
heaktionsgemisches gleich nach der Zugabe des Thrombins und 
dann in Zeitabstinden von 80 Minuten bis zu mehreren Stunden, 
idem wir immer 6cem des Reaktionsgemisches zu 4cem des 
ebenfalls 10°/, Harnstoff enthaltenden Kobalt-Puffergemisches 
vaben, so konnten wir keine Anderung der Kurven feststellen. 
Dagegen beobachteten wir (Abb. 3, Kurve 6—7) eine Erhéhung 
sowohl der 1. (um 81°/,), wie der 2. Stufe (um 56°/,), wenn der 
Harnstoffgehalt im Reaktionsgemisch von 10°/, auf 3°/, fiir die 
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Polarographie erniedrigt war, ohne da eine Ausflockung des 
Fibrins zu beobachten gewesen wire. Da diese Krhéhung eine 
Folge der Einwirkung des Thrombins auf das Fibrinogen sei) 
mu, geht daraus hervor, daB eine solche Stufenerhéhung sich nicht 
fand, wenn wir dem Gemisch Fibrinogen—Harnstoff—Thrombhiy 
zur Verhinderung der Thrombinwirkung zuvor Heparin zugesetzi 
hatten (Fig. 3). Das Heparin ist nicht ein eigentliches Anti- 
thrombin. Seine gerinnungsverhindernde Wirkung scheint nach, 
neueren Erkenntnissen nur in Gegenwart geringer Mengen von 
Serumalbumin méglich zu sein. 

Fihrten wir die Denaturierung des Fibrinogens durch kv- 
wirmen der 10°/, Harnstoff enthaltenden Lésungen auf 53° in 
Wasserbad fiir etwa 5 Minuten durch, so zeigte sich daB auch be: 
Gegenwart von 10°/, Harnstoff die beiden Proteinstufen stark 
erhéht waren gegentiber der nicht erwarmten, auch 10°/, Harnstoff 
enthaltenden Kontrollfibrinogenlésung (Fig. 4). 

Die Erhéhungen betrugen bei der ersten Stufe der ver- 
schiedenen Lésungen 58—190°/,, bei der zweiten Stufe 39—111°),. 
Beziiglich der Ausmessung der Stufenhéhe verweisen wir auf die 
voranstehende Methodik. ! 


3. Trypsinverdauung des Fibrinogens 
(mitbearbeitet von Fritz Geiger) 


Wir untersuchten weiterhin den EinfluB proteolytischer Fer- 
mente auf die Gestalt der Proteinkurve des Fibrinogens. Das Aui- 
treten von héhermolekularen Eiweiibruchstiicken war bisher 
polarographisch noch nicht geniigend untersucht. 

Fibrinogen scheint uns hierzu besonders geeignet, da es nichit 
nur in denaturiertem, sondern auch in nativem Zustand auber- | 
ordentlich leicht z. B. von Trypsin und Papain angegriffen wird. 


Die Trypsinlésungen wurden zum Teil in Konzentrationen verwendet, 
bei denen sie noch eine polarographische Kurve geben, zum Teil aber nahmen 
wir Verdiinnungen, bei denen Trypsin keine Kurve mehr gab, jedoch noch 
wirksam war. Die Konzentration der Fibrinogenlésungen wurde so gewahlt. 
daB diese die Proteinstufen besonders gut ausgepragt zeigten. Als geeignet 
erwies sich eine Konzentration von 0,1—0,05°/,. 

Die Einwirkung des Trypsins auf das Fibrinogen bzw. Fibrin erfolgte 
bei Zimmertemperatur oder bei 40°. 

Zur Messung wurde aus dem gréferen Verdauungsansatz jeweils eine 
bestimmte Menge herauspipettiert und in méglichst kurzer Zeit nach Zugale 
zum Kobalt—Puffergemisch polarographiert. 
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So wurden sowohl fiir die Untersuchungen bei Zimmertem- 
peratur als auch bei 40° Wasserbadtemperatur die kinetischen Ver- 
suche durchgefihrt. Es zeigte sich dabei véllig gleichsinniges Ver- 
halten. Mit langerer Einwirkungsdauer flachte die Proteinstufe 
hesonders im ersten Teil immer mehr ab, um in der Kalte weniger 
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Fig. 5 
Fibrinogenverdauung durch Trypsin 


Die Galvanometerempfindlichkeit mubte aus technischen Griinden bei Kurve 5 und 6 auf 4/295 

erniedrigt werden, damit diese Kurven noch ganz auf das photographische Papier geschrieben 

werden konnten. Sie erhéhen sich demzufolge bei Vergleich mit der Héhe der Kurve 1 mit 4 

nd mit der Kurve 7, die mit der Galvanometerempfindlichkeit 3/;,, geschrieben wurden, 

un 7/,. Simtliche Kurven wurden mit 4 ecem Kobaltopuffergemisch geschrieben, zu denen 

jcem einer 0,06°/,igen Fibrinogenl6sung, die 2,5 mg Trypsin enthielt, zugegeben wurden. 

Fermenteinwirkung bei 40° im Thermostaten. Die Kurven nach verschiedenen Zeitintervallen: 

Kurve 1: Sofort nach dem Zusammenmischen mit dem Kobaltopuffergemisch 

kurve 2: Nach 40 Minuten, bei Zimmertemperatur wurde es zum Kobaltopuffergemisch zu- 
gegeben und polarographiert 

Kurve 3: Nach 1 Stunde, 15 Minuten. Kurve 4: Nach 2 Stunden, 20 Minuten 

kurve 5: Nach 4 Stunden, 37 Minuten Kurve 6: Nach 17 Stunden 

Kurve 7; Nach 27 Stunden 


schnell, in der Warme schneller einen vollig neuen Kurventyp zu 
ergeben, bei dem die 1. Proteinstufe véllig verschwand 
Ks bheb bei erhaltener Kobaltstufe nur noch die 2. Stufe differenzier- 
bar, jedoch war auch diese weitgehend abgeflacht (Fig. 5). 


Besprechung der Versuchsergebnisse 


se1 der polarographischen Untersuchung des auf verschiedene 
\Veise aus Plasma verschiedener Tierarten dargestellten Fibrinogens 
tand sich, daB dieser EiweiBkérper ebenso wie die anderen Plasma- 
viwelbk6rper eine typische Proteindoppelstufe ergibt, deren Aus- 
sehen allerdings gewisse Schwankungen um den Grundtyp zeigen 
kann. Jedenfalls nimmt aber das Fibrinogen in dieser Hinsicht, 
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entgegen unseren ersten Befunden | Jihling, Tropp und Wolh.- 
lisch?*)| keine Sonderstellung ein. 

Unsere Versuche tiber die Hitzedenaturierung des Fibrinogen: 
fiihrten zu Ergebnissen, die groBe Ahnlichkeit aufweisen mit dey), 
Verhalten des Serumalbumins bei der Denaturierung durch Ultra- 
violettbestrahlung | Wenig und Jirovec!}%)|: es kommt nimlich 
auch bei der Hitzedenaturierung des Fibrinogens zu einem Ansticg 
der beiden Proteinstufen des Polarogramms als Ausdruck einer 
VergroBerung der Zahl der polarographisch reagierenden Gruppen 
im KiweiBmolekiil. Daraus mu geschlossen werden, da sowohl! 
die noch unbekannte Molekilgruppierung, welche die 1. Protein- 
stufe bedingt, als auch die disulfidischen Gruppen, die fiir dic 
Anwesenheit der 2. Stufe verantwortlich sind, in vermehrten 
Mahe nachweisbar werden. 

techt tiberraschend war dagegen das Ergebnis ger polaro- 
graphischen Verfolgung der Thrombinumwandlung des Fibrinogens. 
Zwar konnte auch hier die fiir eine Denaturierung kennzeichnende 
Erhéhung der beiden Proteinstufen erhalten werden, jedoch nicht 
wie bei der Hitzedenaturierung in Gegenwart von 10°/, Harnstoff. 
sondern erst nach Herabsetzung der Harnstoffkonzentration auf 3°), 
nach erfoleter Thrombineinwirkung, zum Zweck der Aufnahme des 
Polarogramms. Die héhere Harnstoffkonzentration von 10°/, ver- 
hindert also, wie dies schon Diebold und Jiihling?) fanden, 
nicht etwa die Umwandlung des Fibrinogens durch das Thrombin. 
sie hat dagegen die merkwiirdige Wirkung, diese Umwandlung im 
Polarogramm nicht zum Ausdruck kommen zu lassen. Das _ bei 
Erniedrigung der Harnsteffkonzentration erhaltene Polarogramm 
steht an sich in vorziiglicher Ubereinstimmung mit dem von 
Diebold und Jithling erhobenen Befund, daB Thrombinfibrin 
ebenso wie Hitzefibrin die fiir Denaturierungsvorginge kennzeich- 
nende Nitroprussidreaktion ergeben. 

Kine Erklarung fiir den EinfluB des Harnstoffs auf den polarographischen 
Ausdruck der Thrombinumwandlung des Fibrinogens kénnen wir einstweilen 
nicht geben. Der Befund spricht jedenfalls dafiir, daB die Thrombinumwandlung 
und die Hitzeumwandlung des Fibrinogens zwar sehr ahnliche (vgl. W6b- 
lisch?!®)], aber doch nicht véllig gleichartige Vorgainge sind. Dies geht ja 
unter anderem auch daraus hervor, da8B Thrombinfibrin sich schon durch sein 
Aussehen, seine elastischen Eigenschaften und nach Klinke und Ballowitz*) 
auch durch seine geringere Léslichkeit vom Hitzefibrin unterscheidet. Es 
erscheint nach diesen Befunden lohnend, am Fibrinogen auch die polaro- 
graphischen AuBerungen anderer zur Vernichtung der genuinen Eigenschaften 
fiihrender Einwirkungen bei verschiedenen Harnstoffkonzentrationen zu unter- 
suchen. Wir denken hier vor allem an den EinfluB der Atherextraktion, durch 
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welche das Fibrinogen unangreifbar durch Thrombin | Rum pf2°)] wird, seine 
charakteristische Spinnbarkeit und Viscosititsanomalie |W6hlisch und 
Kiesgen?®)] und nach bisher nicht veréffentlichten Befunden auch seine 
Stromungsdoppelbrechung verliert, die nach Wéhlisch und Clamann2?’) am 
genuinen Fibrinogen stets nachweisbar ist. 

Ganz allgemein kann es heute wohl als recht wahrscheinlich 
angesehen werden, da durch verschiedene Eingriffe hervorgerufene 
Denaturierungen bei einer gewissen Ubereinstimmung im Grund- 
vorgang in den feineren Einzelheiten doch verschieden ablaufen 
kénnen, daB die Bezeichnung ,, Denaturierung® somit den Charakter 
eines Sammelbegriffes besitzt. Aufgabe der Zukunft wird es sein, 
die in den einzelnen Fallen denaturierungsartigen Geschehens vor- 
liegenden Vorgange moglichst genau zu kennzeichnen und z. B. im 
Falle der Blutgerinnung gerade die Unterschiede der Thrombin- 
verinnung und andersartiger Denaturierungen des Fibrinogens be- 
sonders zu beachten. Die polarographische Methode erscheint ge- 
eignet, hier weitere Aufklarung zu bringen. Zum Beleg dafiir, dab 
Unterschiede im Ablauf der Denaturierungsreaktion im _ Polaro- 
eramm sehr deutlich zum Ausdruck kommen, verweisen wir auf 
die Befunde von Wenig und Jirovee!*), nach denen die De- 
naturierung durch Ultraviolettbestrahlung beim Serumalbumin zu 
einer Erhéhung beider Proteinstufen, beim Serumglobulin nur zu 
einer Erhéhung der 2. Proteinstufe, beim Hiihnereiweifb dagegen 
zu einem Absinken beider Proteinstufen fiihrt. 

Kine besondere Besprechung bedarf die Einwirkung des Tryp- 
sins auf Fibrinogenlésungen. Sowohl bei der Einwirkung bei Zim- 
mertemperatur als auch bei 40° erhdht und streckt sich die 
polarographische Doppelstufe, und zwar so weit, dab die 
|. Proteistufe voéllig verschwindet, waihrend die 2. Stufe noch 
eben erhalten bleibt. Bei dem Versuch, zu einer Deutung dieses 
Phanomens zu gelangen, miissen wir uns zuerst die Frage vorlegen, 
wodureh die Fermenteinwirkung Verainderungen im Eiweibmolekil 
bewirken kénne. Wir wissen, dab das Ferment an seinem Substrat 
an der fiir es spezifischen Molekilgruppierung angreift, die es 
spalten soll. Dies sind beim EiweiB die Polypeptidbindungen. 
Kann nun die Polypeptidbindung im EiweiBmolekiil an sich die 
Voraussetzung fiir einen polarographischen Nachweis abgeben ? 
Dies ist nur méglich, wenn das H-Atom der NH-Gruppe oder 
der benachbarten CH,-Gruppe labil ist oder durch Komplexsalz- 
bildung, etwa mit Kobalt, labil wird. Fiir die einfachen gestreckten 
Polvaminosaureketten, die durch Polypeptidbindung mitemander 
Verbunden sind, ist dies nicht sehr wahrscheinlich. Ein labiler 
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Wasserstoff ist aber in einer abgewandelten Form der Polypeptid- 
bindung des Eiweibes nachweisbar, und zwar in Form der yije| 
diskutierten und noch nicht endgiiltig bewiesenen Diketopiperazin- 
bindungen. {Die neuesten Ansichten hiertiber vgl. bei Otto, Felix 
und Laibach *’).| Unsere Ergebnisse scheinen darauf hin zu deuter, 
dah in KiweiBverbindungen an der Bindungsstelle der einzelie) 
Aminosaduren ein leicht labilisierbares Wasserstoffatom vorlievey 
muB, sonst wire die polarographische Darstellung gerade dieser 
Bindungen im Eiweibmolekiil nicht mdglich. 

Wir wollen unsere Meinung iiber die Deutung der 1. Protein- 
stufe in engem Zusammenhang mit der spezifischen Aminosiure- 
bindung im Eiweibmolekiil als Arbeitshypothese herausstellen.  [y 
weiteren Arbeiten, die wir bereits in Angriff genommen haben, 
sind wir um den endgiltigen Beweis bemiht. 

Wenn man nicht nur die Gestalt der Kurven in Fig. 5 mit- 
einander unter dem fortschreitenden EinfluB der Fermentver- 
dauung vergleicht, sondern auch die Verinderung der Stufenhéhe 
in Betracht zieht, so fallt auf, dab sich die Proteindoppelstufe im 
Laufe der Zeit um einen groben Betrag erhéht. Es verschwindet 
praktisch nicht nur die 1. Proteinstufe als Ausdruck dafiir, dal 
die charakteristische Molekiilgruppierung, die diese Stufe bedingt, 
eine grundlegende Umwandlung erfahren hat und polarographisch 
nicht mehr nachweisbar ist, sondern auch die anfanglich sehr deut 
lich dargestellte 2. Proteinstufe flacht unter Erhéhung ab und 
geht zum Schlu8 ohne wesentliche Stufenbildung in den End- 
kurventeil der Ammoniakabscheidung uber. Daraus mu ge- 
schlossen werden, daB das anfainglich deutlich nachweisbare Cystin 
verindert, durch die Fermenteinwirkung wegen der Erhéhung der 
2. Proteinstufe vermehrt und sogar wahrscheinlich wegen der un- 
scharfen Stufenausbildung zerstért wird. Die Annahme der Zer- 
stérung des durch Fermenthydrolyse freiwerdenden Cystins ist 1 
der Literatur durch mehrere Arbeiten von Schdberl?*) nach- 
gewiesen, der in alkalischem Milieu eine schnelle Oxydation des 
Cystins zu den entsprechenden Oxydationsprodukten bewies. 

Wir haben versucht, durch die Deutung der polarographischen 
Analyse von Fermenteinwirkungen in einer ersten Versuchsreilie 
einen Ausblick zu geben auf die hervorragende Eignung gerade 
dieser Untersuchungsweise fiir das Studium von kinetischen Fer- 
mentablaufen. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir das 
Stipendium, das Herrn Fritz Geiger freundlichst gewahrt wurde. 
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Zusammenfassung 

1. Reines Fibrinogen verhalt sich polarographisch wie die bis- 
her untersuchten schwefelhaltigen EiweiS8kérper, gibt also die 
typische Proteindoppelstufe. 

2. Die polarographische Untersuchung der Umwandlungsvor- 
singe des Fibrinogens wurde zur Verhinderung der Ausflockung, 
in harnstoffhaltiger Loésung vorgenommen. 

3. Bei der Hitzedenaturierung des Fibrinogens in 10°/) Harn- 
stoff enthaltender Lésung tritt ee Erhéhung beider Proteinstufen 
cin. Diese Erscheinung ist bereits mehrfach bei verschiedenen 
formen der KiweiBumwandlung beschrieben worden. 

{. Fibrinogen zeigt bei der Umwandlung durch Thrombin in 
\0°/, Harnstoff enthaltender Lésung erst nach Erniedrigung des 
Harnstoffgehalts auf 3°/, eine der Hitzedenaturierung entsprechende 
i rhéhung beider Proteinstufen. 

5. Unter Trypsineinwirkung erhdhen sich sowohl bei Zimmer- 
temperatur wie auch bei 40° beide Proteinstufen. Bei langerer 
Kinwirkung des Fermentes verschwindet die 1. Stufe und die 
2. Stufe wird stark abgeflacht. 

Die 1. Proteinstufe mu wegen des spezifischen Angriffs des 
Trypsins an der Séureamidbindung mit der Konstitution dieser 
\tomgruppierung in Zusammenhang gebracht werden. 

Die Erhéhung der 2. Proteinstufe zeigt das vermehrte Auf- 
treten von Cystinmaterial an, das durch fermentative Hydrolyse 
entstanden ist. Die Abflachung der 2. Proteinstufe bis zum fast 
veradlinigen Ubergang in die Abscheidungskurve des Ammoniaks 
der Grundlésung deutet darauf hin, da’ offenbar unter dem Ein- 
iB der fortgesetzten alkalischen Fermenthydrolyse (px 9,5) das 
treigewordene Cystin durch seine Oxydation dem polarographischen 
\achweis entgeht. 
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Polarographische EKiweifuntersuchungen. III 


Albumin, Globulin, Fibrinogen, Plasma und Serum 
Von 
Caspar Tropp, Liselotte Jiihling und Fritz Geiger 


Mit 10 Figuren im Text 


(Aus der Medizinischen und Nervenklinik und dem Physiologischen Institut 
der Universitat Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Oktober 1939) 


In der LL. Mitteilung haben wir die theoretischen Zusammen- 
hinge dargelegt, die es gestatten, polarographisch KEiweibunter- 
suchungen in Angriff zu nehmen. Wir wiesen fiir das Fibrinogen 
nach, daB die verschiedenen Zustandsinderungen, denen der hoch- 
labile native Kiweibkérper unterhegt, sehr genau polarographisch, 
nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ erfabt werden 
konnen. 

In dieser Arbeit haben wir die Erfahrung, die wir bei den 
Untersuchungen des Fibrinogens sammeln konnten, auf die anderen 
wichtigsten EiweiBkorper Albumin und Globulin tbertragen. 

Dariiber hinaus haben wir uns auch fiir das Verhalten sowohl 
des Plasmas wie auch des Serums interessiert. Wir durften er- 
warten, da wir entsprechend dem andersartigen Verhalten von 
Albumin und Globulin in Beziehung zum Fibrinogen auch andere 
Ergebnisse erhalten wiirden. Zuerst stellten wir uns reine LOsungen 
von Albumin und Globulin dar, mit denen wir die EKiweiBkérper 
unter den verschiedensten Bedingungen genauestens untersuchten. 
SchlieBlich war auch besonders das Verhalten der erwiahnten 
KiveiBkérper in ihrem natiirlichen Vorkommen und in_ ihrer 
natiirlichen Beziehung zueinander im Plasma und Serum zu priifen. 

Wie wir in der zweiten Arbeit bereits erwahnten, fiel uns 
nimer auf, daB die polarographischen Eiweibkurven der ver- 
schiedenen EiweiBk6rper sich bei einem und demselben Eiweib- 
korper hiufig etwas anders darstellten. Wir fanden, dab diese 
urveninderung auf den Verdiinnungszustand der einzelnen Eiweib- 
korper guriickzufiihren ist. Wir untersuchten demzufolge die 
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verschiedenen reinen Eiweifikoérper in einer geometrischen \¢». 


diinnungsreihe. Wir begannen stets bei einer KiweiBkonzentratioy 


die es gerade eben noch gestattet, polarographisch eine typisch 


Proteinkurve zu erhalten. Wir konnten erwarten, daB sehr yi 
weniger das Kurvenbild einer beliebigen Verdiinnung wu, 


irgendetwas aussagen wiirde, als sehr viel mehr das Verhalten de 


EiweiBkérper in einem moglichst soweit durchgefiihrten Ve. 
diinnungsversuch, daB gerade eben noch sich polarographiseh be; 
stirkster Verdiinnung eine Proteinstufe aufzeichnen laBt. 


1. Albumin 
a) Hitzedenaturierung 


Reine Albuminlésungen, die wir aus Pferdeplasma gewamneu, 
denaturierten wir unter den gleichen Bedingungen, wie das Fibv- 


E Yoo aw 


Hitzedenaturierung von Albumin (Pferd) 


Kurve 1: Albumin 2, nicht erhitzt 
Kurve 2: Albumin 2, 2 Minuten 64—70°C 


Beide Ansiitze enthalten 10°/, Harnstoff 


nogen, durch Hitze und konnten beim Albumin in 10°®/piger 
Harnstofflésung dieselben Veranderungen beobachten, die dadureh 
gekennzeichnet sind, daB das hitzedenaturierte Albumin ebenfalls 
eine bedeutend héhere Proteindoppelstufe zeigt. Die erste Protein- 
stufe erhdht sich um 15°/,, die zweite um 55°/,. Auch beim Albumin 
erhdht sich sowohl Stufe 1, als auch Stufe 2 der gesamten Protein- 
kurve. 
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Polarographische EiweiBuntersuchungen. II] 


Wir betonen nochmals, daB das hitzedenaturierte Albumin 


| pereits in der 10°/jigen Harnstofflésung, ohne nachfolgende Ver- 


dimnung, wie dies bei der Fibrinogen-Thrombingerinnung not- 
wendig ist, die deutlich ausgepragte Kurvenerhohung ergibt (Fig. 1). 


Die Galvanometerempfindlichkeit # ist in der linken oberen Ecke einer 


| jeden Figur aufgezeichnet. Bei allen polarographischen Untersuchungen aller 


10 Figuren kam die gleiche Grundlésung (Kobalt—Puffergemisch) zur An- 
wendung. Das Endvolumen eines jeden Versuchsansatzes betrug 10 ccm. 
Er bestand aus 4ccem Kobalt—Puffergemisch (2 ccm 1,6-10~? m-Kobalto- 
chlorid, 1 eem n-NH,Cl und 1 cem n-NH,OH). In den 6 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung, die in méglichst kurzer Zeit vor der polarographischen Analyse 


| zugegeben wurde, war jeweils die entsprechende Konzentration der zu unter- 


suchenden EiweiBsubstanz gelést. Diese Zeit betrug 1°/,—2'/, Minuten. 


b) Verdiinnungsversuche 


In der Fig. 2 haben wir einen Verdiinnungsversuch in polaro- 


graphischen Kurven wiedergegeben. In Vorversuchen stellten wir 


fest, daB eine Albuminkonzentration von 0,8°/, eine polaro- 
graphische Kurve ergibt, die noch deutlich die Proteindoppelstufe 
zeigt. Wir verdiinnten in geometrischer Reihe bis zu einer End- 
konzentration von 0,0016°/, (16 y pro cem Endvolumen). 

Die Fig. 2 zeigt tiberraschenderweise, dais die MKurvenreihe, 
trotz der Verdiinnung bis zur 4. Kurve, die einer Konzentration 
von 0,1°/, entspricht, an Héhe zunimmt, um dann langsam 
in stetem Mae abzunehmen. Die Abnahme der Proteindoppel- 
stufe zeigt nun ein ganz besonderes Verhalten. Hs nahmen nicht 
nur die Stufe 1 und die Stufe 2 in gleichem Sinne ab, sondern bei 
einer gegebenen Konzentration, die beim Albumin etwa bei 0,0094°/, 
liegt, erniedrigt sich die Stufe 2 unter das Niveau der Stufe 1. 
Wir nennen diese Erscheinung ,,Kreuzungseffekt, da_ bei 
weiteren Verdiinnungen in immer noch stiarkerem Mafe die Stufe 2 
uledriger wird als die Stufe 1, um dann annihernd parallel zu 
verlaufen. 

Wir haben versucht, diese Beziehungen der beiden Stufen 
ler Gesamtproteindoppelstufe in einem Koordinatensystem als 
Winkeldiagramm zum Ausdruck zu bringen (Fig. 3). In diesem 
System entspricht die Horizontale genau dem ,,Kreuzungseffekt*. 
Die Werte geringer Konzentration liegen unterhalb dieser Hori- 
zontalen. Wir haben dieses System aufgestellt, indem wir an die 
Kriummungspunkte der 1. und 2. Proteinstufe eine Tangente an- 
egten, die dann naturgemaéB bei einer stirkeren Erniedrigung der 
2. Stufe in Beziehung zur 1. Stufe sich immer mehr der Horizontalen 
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mneigt, dann schheBlch durch die Horizontale selbst durchgeht, 
um negative Werte anzunehmen. Die Winkelgrade sind wber der 
Horizontalen als positive, unter der Horizontalen als negative 
\Winkelgrade vermessen. 

Wir haben noch eime andere Art der Darstellung dieser Ver- 
inderungen unter dem Finflu®B der Verdiinnung gewaéhlt und 
autgezeichnet. 
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Fig. 3 
Winkeldiagramm 
in Fig. 2 ist an die beiden Stufen der Proteinkurve der ganzen Verdiinnungsreihe eine Tangent 


gelegt. Diese wurde bis zum Schnittpunkt mit einer Horizontalen durchgefiihrt und der 

Winkel bestimmt. Die einzelnen Winkelgrade wurden in ein Winkeldiagramm eingetragen, 

dem die Horizontale 0 Grad, die Senkrechte darauf 90 Grad entspricht. Die beiden Winkel 
der Verdiinnungskurve 8 und 9 haben negative Werte 


O0.05° 


In Fig. 4 ist fiir Albumin und die anderen Eiweibkorper ein 
Mlichendiagramm eingezeichnet. Sehr eindrucksvoll springt 
der ,,Kreuzungseffekt*’ in die Augen, der, wie bereits weiter oben 
mitgeteilt, fi Albumin bei 0,0094°/, liegt. Bei der Betrachtung 
des Flichendiagramms fallt auf, daB sich bis zu einer Konzentration 
von 0,10°/, sowohl die Stufe 1, als auch die Stufe 2 trotz der 
\erdiinnung linear und fast vollig parallel erhéht. Von dieser 
\erdinnung ab erniedrigt sich die Stufe 2 in sehr viel stiirkerem 
Mave als die Stufe 1. Es kommt deswegen zwangsliufig zu dem 
bereits erwahnten ,,Kreuzungseffekt’*. Das Albumin ist polaro- 
eraphisch bis zu der oben angegebenen Konzentration von 0,0012°/5 
un Gesamtpuffervolumen noch nachweisbar. 
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Polarographische EiweiBuntersuchungen. III 


2. Globulin 
a) Hitzedenaturierung 
Auch das Globulin verhalt sich unter den gleichen Versuchs- 
bedingungen, im Hitzedenaturierungsversuch gleich. Unter 
dem KinfluB der Denaturierung erhéht sich ebenfalls die Gesamt- 


proteinstufe in der 1. Stufe um 15°/) und in der 2. Stufe um 50°/, 


- 
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Fig. 5 


Hitzedenaturierung von Globulin (Pferd) 


Kurve 1: Globulin 3, nicht erhitzt 
Kurve 2: Globulin 3, 4 Minuten 72—80°C 
Beide Ansiitze enthalten 10°/, Harnstoff 


b) Verdiinnungsversuche 

Bei den Verdiinnungsuntersuchungen mit Globulin machten 
wir die tiberraschende Feststellung, da das Globulin sich polaro- 
sraphisch in wesentlich héherer Konzentration noch schreiben laBt. 
Bei 3,2°/, war die héchste Konzentration noch nicht erreicht. Die 
indverdiinnung betrug fiir diesen KiweiBkorper ebenfalls 0,0012°/, 
un Pufferendvolumen. 

In Fig. 6 ist der polarographische Kurvenverlauf fir diese 
yanze geometrische Verdiinnungsreihe wiedergegeben. Die Aus- 
wertung dieser Kurven erfolgt genau in derselben Weise wie beim 
Albumin (vgl. Flichendiagramm) in der Fig. 4. Jedoch ist der 
Gesamtverlauf ein anderer. Es tritt unter dem Hinflu8 der Ver- 
Jitmung nur eine sehr geringgradige Erhohung bis zur Verdiinnung 
von 1,6°/) ein. Von diesem Verdiinnungsgrad ab tritt bis zur Ver- 
diimung von 0,025°/, (etwa 100fach!) nur eine sehr geringe 
Scliwankung in der Hohe der 1. Proteinstufe auf. Es resultiert fast 
ein Horizontale. Die Héhe der Stufe 2 sinkt jedoch kontinuierlich 
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1,6°/) ab, um wieder im ,,Kreuzungseffekt’’ unter die Linie 
ley 1. Stufe herunterzugehen. Dieser ,,Kreuzungseffekt*’ liegt bei 
einer Konzentration von 0,002°/,. Der weitere Verlauf des Flichen- 
diagramms vom ,,Kreuzungseffekt’’ bis zur Endverdiinnung ist 
weitgehend ahnlich dem des Albumins. 


3. Verdiinnungsversuche an Fibrinogenlosungen 


Nachdem wir fiir Albumin und Globulin typische Flichen- 
diagramme erhalten hatten, die sich in wesentlichen Punkten von- 
cinander unterschieden, untersuchten wir noch das Verhalten des 
Fibrinogens unter gleichen Bedingungen. Beim Fibrinogen zeigte 
sich als ttberraschende Feststellung, daB sich die polarographische 
Untersuchung nur bis zu einer Hochstkonzentration von 0,48°/, 
durchfiihren leBb, da bei héheren Werten keine charakteristische 
Proteindoppelstufe mehr zu erhalten ist. 

In Fig. 7 ist eine typische Fibrinogen-Verdiinnungskurven- 
rele polarographisch dargestellt und das daraus konstruierte 
Mlichendiagramm in Fig. 4 eingezeichnet. Dieses unterscheidet 
sich grundsatzlich und wesentlich von den beiden anderen. Bis 
zu einer Verdiinnung von 0,1°/, steigt die Hohe der Stufe 1 um 
liber 100°/, und Stufe 2 um 83°/, an trotz der Verdiinnung um 
etwa das 5 fache! 

Von 0,1 bis 0,025°/, verlauft die Stufe 1 etwa horizontal, um 
dann langsam abzusinken, wihrend die Stufe 2 von 0,1°/, bis 
zuni Endwert von 0,0016°/, stetig abnimmt. 

Das Uberraschende an diesem Flichendiagramm ist, daB der 
.. \reuzungseffekt* genau an derselben Stelle liegt, wie beim 
Globulin, und zwar bei einer Verdiinnung von 0,020°/,. Der unter 
diesem Verdinnungswert liegende Diagrammanteil zeigt ein ahn- 
liches Verhalten wie bei den anderen Eiweibkérpern. 


4. Verdiinnungsversuche am Blutplasma 
Plasma zeigt in gleichem Mafe wie die einzelnen Plasma- 
eiveiBkOrper eine typische Proteindoppelstufe. Deswegen wird 
auch auf die Wiedergabe polarographischer Kurven verzichtet. 
ie polarographische Plasmakurve lie® sich noch bei einer Kon- 
seiiration von 1,6°/, darstellen. 
in Fig. 8 sind die Polarogramme in geometrischer Ver- 
dinnangsreihe bis zur Endverdimnung von 0,0016°/, wieder- 
gegcben. Das Flichendiagramm ist ebenfalls in Fig. 4 mit ein- 
vez-ichnet. Beim Vergleich der in Fig. 4 aufgezeichneten 4 Dia- 
16* 
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vramme hegt das dem Plasma zugeordnete mitten in den anderen 
und kann gewissermafen als Interferenzdiagramm aufgefaBt werden, 
obwohl der quantitative Anteil der einzelnen PlasmaeiweiBkérper 
\lbumin, Globulin und Fibrinogen) ganz verschieden ist. Das 
Diagramm zeigt von der Verdiinnung 1,6—0,8°/, einen sehr geringen 
\nstieg und paralleles Verhalten. Das weitere Aussehen des Dia- 
vramms ist jedoch im Vergleich mit den 3 anderen verschieden. 
ie obere Begrenzungslinie, die der Hohe der 2. Stufe entspricht, steigt 
ii sehr viel stérkerem Mabe an, als dies fiir die 1. Proteinstufe 
der Fall ist. Von 0,8—O0,2°/, erhéhen sich trotz Verdinnung beide 
Linien, und zwar die obere um sehr viel mehr als die untere. Von 
(2 —0,025°/, bleibt die Hohe der 1. Stufe auch im Plasma etwa 
parallel, wahrend die 2. Stufe sehr steil bis zum ,, Kreuzungseffekt” 
abfallt. Jenseits des ,,Kreuzungseffekts* stellt sich das Diagramm 
iy senem Endteil ahnlich dar, wie bei den anderen Diagrammen. 
Der ,,Kreuzungseffekt lag ebenfalls sehr nahe bei dem von 
ibrinogen und Globulin und wurde bei 0,017 bestimmt. 


5. Verdiinnungsversuche am Blutserum 


Ks war notwendig, neben dem Plasma auch das Serum nach 
unserer Methode vergleichsweise zu untersuchen. Da das Fibri- 
nogen nach Fig. 4 ein ganz typisches Flachendiagramm zeigt, 
war zu erwarten, dab auch das Serum, in dem das Fibrinogen fehlt, 
cine andere Diagrammform aufweisen mubte als das Plasma. 

In Fig. 9 geben wir die Verdiinnungspolarogramme des Serums 
wieder. Es zeigt sich, dab unter dem EinfluB der Verdiinnung im 
Gegensatz zam Plasma keine wesentliche Erhéhungim Anfangs- 
tell des Diagramms bei den héchsten Konzentrationen eintritt. 
is ist zwar bei der Verdiinnung von 1,6—0,4°/, eine geringe 
'rhdhung sowohl der ersten als auch der zweiten Proteinstufe 
leststellbar. Im weiteren Verlauf bleibt die 1. Stufe bis zu einer 
Verdiinnung von 0,025°/, fast horizontal, waihrend die 2. Stufe von 
O4°/) ab in stetem MaBe abnimmt. 

Wir haben der Ubersichtlichkeit halber in der Fig. 10 die 
beiden Flachendiagramme von Plasma und Serum eingezeichnet, 
un die Verschiedenartigkeit vor Augen zu fiihren. Beim Vergleich 
ver beiden Diagramme scheint es sicher zu sein, dai der Hoéhen- 
austieg der 2. Proteinstufe im Plasmadiagramm bei der Ver- 
dinnung von 0,8—0,2°/, auf den Wegfall des Fibrinogens zuriick- 
zutiiren ist, der ja gerade durch den steilen Anstieg bei der Ver- 
luinung von 0,40—0,1°/, charakterisiert ist. Das vorliegende 
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Serumflachendiagramm imponiert als Interferenzdiagramm 
Globulin und Albumin. 
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beieimander. Das Ausklingen der beiden Flichendiagramme 
1 dem ,,Kreuzungseffekt* ist annahernd gleichgerichtet. 


Methodik 


1. Darstellung der Albumin- und Globulinlosungen 


Zur Darstellung der Albumine und Globuline verwendeten wir wie beim 
Fibrinogen Oxalatplasma. Zur Entfernung des Fibrinogens wurde es etwa 
>) Minuten auf 56° erwarmt, das ausgefallte Fibrinogen in der Becherzentrifuge 
ibvetrennt und durch Halbsattigung mit Ammonsullat zunachst die Globuline 
ausgefallt. Den Niederschlag lésten wir in destilliertem Wasser und fallten 
vin zweites Mal mit Ammonsulfat. ‘ 

Aus dem Filtrat schieden wir die Albumine durch Ganzsattigung mit 
\nmmonsulfat bei 40° ab. Auch diese Fallung wurde in destilliertem Wasser 

lst und ein zweites Mal gefallt. 

Wahrend die Globuline schlieBlich als fast reinweiber Niederschlag ge- 
yonnen werden und verhaltnismaBig klare, opalescierende Lésungen geben, 
ileiben an den Albuminen die Farbstoffe des Plasmas adsorbiert, und wir 
erhielten auch nach dem Umfallen stark gefarbte Niederschlage. Die Lésungen 
waren zwar klar, aber gelbbraun bis braun gefarbt. 

Zur Léosung wurden die Niederschlage mit wenig Wasser angeteigt und 
zur Entfernung des Ammoniumsulfates in Cellophandialysierschlauchen der 
Virma Kalle gegen physiologische Kochsalzlésung dialysiert, wobei so viel 
\ufenwasser in die Schlauche eindringt, daB alle ungel6ste Substanz in Lésung 
cht. Die von Ammoniumsulfat befreiten Lésungen wurden zur Polarographie 
erwendet, nachdem ihr EiweiBgehalt nach Kjeldahl bestimmt worden war. 


2. Denaturierung des Albumins und Globulins 
Je 0,5°/,ige Albumin- und Globulinlésung wurde bei Gegenwart von 
0” Harnstoff im Wasserbad auf 64—70 bzw. 72—80° C erwarmt. Diese 
Werte entsprechen dem fiir diese EiweiBkérper typischen Koagulationspunkt. 
Beide Denaturierungslésungen wurden auf 0,25°/, verdiinnt, je 6 ccm 
tcem Kobalt—Puffergemisch zugegeben und polarographiert. 


Besprechung der Ergebnisse 


Nachdem wir in dem vorangehenden Teil die Umwandlungen 
ies Fibrinogens im Sinne einer Denaturierung sowohl durch Hitze 


ais aueh dureh Thrombin untersucht hatten, fiihrten wir in dieser 


Arbeit far Albumin und Globulin ebenfalls die Hitzedenatu- 


merung dureh. Albumin und Globulin zeigten dabei eme aus- 


sprochene Erhéhung beider Proteimstufen. Fir Albumin erhdhte 


die 1. Stufe um 15°/,, die zweite um 55°/,, fir Globulin die 


ersic ebenfalls um 15°/) und die zweite um 50°/). 


Xs fiel uns bei unseren polarographischen Arbeiten mit KiweiBb- 


korpern auf, daB die Proteindoppelstufe in ihrer Gestalt sehr haufig 


e Untersehiede zeigte. Wir fanden, dai die Architektonik der 
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KiweiBproteinstufe fast ausschlieBlich durch die Konzentra‘ {i 
des zu untersuchenden KiweiBkoérpers bestimmt ist. Als wir ju) 


systematisch daran gingen, verschiedene EiweiBsysteme auf. ihr 
polarographisches Verhalten unter dem EinfluB der Verdiinniyy 


zu untersuchen, stellten wir iiberraschenderweise fest, daB sich di 
verschiedenen untersuchten Kiweifsysteme in ihrem Kurye. 
verlauf unter dem KinfluB der Verdiinnung verschieden verhielt «1, 
In Fig. 4 haben wir Flachendiagramme aufgezeichnet, be) 
denen die untere Begrenzungslinie des einzelnen Diagramms (le 
1. Stufe und die obere Begrenzungslinie der 2. Proteinstufe ent- 
spricht. Die verschiedenen Diagramme zeigten ein stark unter- 
schiedliches Verhalten. Trotz des Verdiinnens sowohl bei 
Albumin als auch beim Plasma und ganz besonders stark ausve- 
pragt beim Fibrinogen tritt eine Erhéhung beider polaro- 
graphischer Stufen ein. Da die Polarographie als objektive 
physikalisch-chemische Methode uns mit Sicherheit sagt, dah bei 
einer Krhéhung der Stufen mehr Material in der Lésung vorhanden 
sein mu, das polarographisch reagiert und zum Ansteigen der 
beiden Stufen fihrt, so mu zwangslaiufig geschlossen werden, 
daB beider Verdiinnung der drei erwahnten Eiweibsysteme 
mehr polarographisch wirksame Gruppen frei werden. 
Wie wir in der vorangehenden Arbeit bereits erwahnt haben. 
entspricht die 2. Proteinstufe mit allergréBter Wahrscheinlichkei 
dem unter den gegebenen Verdiinnungsbedingungen reagierende 
Cystinbestand des Eiweibes. Fiir die 1. Stufe nehmen wir an, dab si 
der eigentiimlichen Verbindung der einzelnen Aminoséuren in 
EiweiBmolekiil zugeordnet ist. Sei dies nun die Séureamidbildung 
an sich oder ist es eine Diketopiperazin- oder noch eine andere 
Bindung, dariiber kénnen wir noch kein endgiiltiges Urteil faillen. 
Die polarographische Stufenerhéhung bei fortschreitender \«r- 
dimnung bis zu einem genau bestimmbaren Stufenmaximun, 
das stets reproduzierbar einem spezifischen Verdiinnungsgrad zu- 
geordnet ist, bringen wir mit der Hydratation oder Depoly- 
merisation in Zusammenhang, die sich beim Verdiinnen der ver- 
schiedenen EiweiBsysteme zeigt. Das Verdiinnungsmaximum lies! 
beim Fibrinogen und Albumin fiir die 2. Proteinstufe bei 0,1", 
und beim Plasma bei 0,2°/,. Das Globulin nimmt insofern cine 
Ausnahmestellung ein, als es schon sehr friihzeitig sein Maximum 
bei einer EiweiBkonzentration von 1,6°/) erreicht. 
Der verschiedene Beginn der Flichendiagramme der einzeliic: 
KiweiBsysteme in Fig. 4 erklart sich dadurch, daB fir jedes einzeli 
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System bei der Konzentration mit der Verdiinnungsreihe begonnen 
wurde, bei der sich gerade eben noch eine deutlich differenzierbare 
Proteinstufe erhalten lie}. Die dadurch entstandenen Unterschiede 
Jes Flachendiagrammbeginnes sind sehr auffailliig. Wahrend Glo- 
bulin noch bei 3,2°/, gut untersucht werden kann, liegt dieser Wert 
fur Fibrinogen bei einer 1/,—-1/, niedrigeren Konzentration, und 
zwar bei 0,48°/,. Plasma und Serum nehmen eine Mittelstellung ein. 

Dieses Verhalten zeigt an, da die polarographisch erfabbaren 
\irkgruppen erst von einer ganz bestimmten Verdiinnung ab nach- 
weisbar werden. Wahrend beim Globulin noch bei einer Kon- 
ventration von 3,2°/, sowobl die 1. als auch die 2. Proteinstufe 
aufgezeichnet werden kann, ist Fibrinogen als kollo1dchemisch 
besonders labiler und physiologisch sehr charakteristischer Kiweib- 
kérper erst bei einer Konzentration von 0,48°/) schreibbar. [Es 
hestehen offenbar in waBrigen Lésungen wechselnde Molekular- 
beziehungen, die bei héherer Konzentration die polarographischen 
\Wirkgruppen ,,abschirmen“. Bei Albumin, Plasma und Serum 
liegen die héchsten Konzentrationswerte, die eben noch die polaro- 
vraphische Analyse zulassen, zwischen denen von Globulin und 
Fibrinogen. 

Nicht nur der Beginn der Flachendiagramme in Fig. 4, 
sondern auch deren Aussehen ist in wesentlichen Punkten ver- 
schieden. Bei den Flachendiagrammen fallt besonders der 
.,k\reuzungseffekt"’ auf. Dieser liegt fiir Globulin, Fibrmogen, 
Plasma und Serum sehr nahe beieinander, wahrend er fiir Albumin 
erst bei einer stérkeren Verdiinnung in Erscheinung tritt. 

3e1 einer Verdiinnung tiber den ,,Kreuzungseffekt* hinaus 
verhalten sich alle bisher untersuchten Eiweifsysteme fast gleich- 
artig, wie die Fig. 4 zeigt. [hr Nachweis st polarographisch bis 
a emer Endverdiinnung von etwa 0,0016°/, modglich. Dies ent- 
spricht 9,6 y Substanz pro cem Kndversuchslésung. Der ,,Kreu- 
amegsetfekt’* kommt dadurch zustande, daB sich bei fortschreitender 
Verdiinnung die 2. Proteinstufe in staérkerem Mahe erniedrigt, als 
dies unter gleichen Bedingungen die 1. Proteinstufe tut (vel. 
Winkeldiagramm, Fig. 3). Dieses eigentiimliche Verhalten wird 
verstandlich, wenn man annimmt, dai mit zunehmender Ver- 
dunnung alle oder doch fast alle polarographisch reagierenden 
Gruppen eines jeden einzelnen Eiweifmolekiils frei und dadurch 
erst nachweisbar werden. Auf Grund dieser Feststellung mu man 
schilieBen, daB sich bei héherer Konzentration die Eiweibmolekiile 
ii einer waBrigen Lésung irgendwie gegenseitig beeinflussen, oder 
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dal jedes einzelne EiweiBmolekiil an sich unter dem Einflu’ 
Verdiinnung eine Art ,,Auflockerung* erfahrt. Nur unter dics: 
Voraussetzung ist es verstiandlich, daB bei héherer Konzentrat iv), 
die polarographischen Wirkgruppen des KiweiBmolekiils nicht ert: {ii 
werden kénnen. Sind diese Uberlegungen richtig, dann muB \o) 
einem bestimmten Punkt ab — und dies ist der ,,Kreuzungseffe ki” 
selbst — bei weiterer Verdiinnung ein festes Verhiiltnis zwiscley 
der Hohe der 1. und der 2. Proteinstufe bestehen, und zwar day). 
wenn eben alle polarographischen Wirkgruppen im EiweiBmolekiil 
erfabt werden kénrien. Dann miissen sich auch beide Stufen ) 
sleichem Mae in Abhangigkeit von der Verdiinnung erniedrive, 
Dies ist in der Tat der Fall, denn der Verlauf der Verdiinnunes- 
kurven vom ,,kreuzungseffekt* ab ist fir alle bisher unter- 
suchten KiweiBsysteme praktisch gleich und in den Endverdiinnungs- 
phasen fast parallel. 

Die Krniedrigung der Cystinstufe unter die ,,Aminosiiure- 
bindungsstufe’ (1. Proteinstufe) mute theoretisch gefordert werden. 
da im EiweiBmolekil weniger Cystin- als Aminosiurebindunven 
enthalten sind. 

Die Verhaltungsweise der Kiweibkérper unter dem Einfluti 
der Verdiinnung bis zum ,,Kreuzungseffekt‘ ist grundverschieden. 
Trotz Verdiinnung erniedrigen sich die polarographischie 
Proteinstufen nicht oder nur wenig wie beim Globulin, sondern 
erhéhen sich zum Teil sehr betrachtlich wie beim Fibrinoge: 
um 100°/, fiir die 1. Stufe und um 83°, fiir die 2. Stufe. 
bei emer fortschreitenden Verdiinnung um etwa das 5 fachi. 
Diese Erscheinung ist nur unter der Annahme zu verstehen, dali 
bei der fortschreitenden Verdiinnung entweder genau soviel polaro- 
sraphische Wirkgruppen frei werden, als sich deren Zahl durch Ver- 
diinnung vermindert. Fir diesen Fall resultiert eine Horizontale. 
wie bei der unteren Begrenzungslinie des Globulindiagramms, ode! 
es werden unter diesen Bedingungen trotz Verdiinnung mel 
Gruppen frei, wie dies das Fibrinogendiagramm sehr eindruck:- 
voll zeigt. Dadurch entsteht der starke Anstieg fiir beide Proteim- 


stufen. 

Einer besonderen Besprechung bedarf noch die eigentiimliche 
Horm der Plasma- und Serumdiagramme (Fig. 10). Wenn wie diese 
Hlaichendiagramme als Interferenzdiagramme der drei wichtigstc) 
KiweiBgrundkérper ansprechen, so sehen wir, daB die obere [e- 
vrenzungsfliche des Plasmadiagramms auf der Strecke von (5 
bis 0,2°/, parallel der oberen Begrenzungsflaiche des Fibrmogen- 
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ub der J diagramms zwischen den Verdiinnungsreihen von 0,48—0,1°/) ist. 
dicsey JE Pic untere Begrenzungsfliche des Plasmadiagramms ist in der 
Yation fF Verdimnung von 0,8—0,2°/, fast parallel der unteren Begrenzungs- 
erfabt fliche des Albumindiagramms zwischen 0,8—0,1°/, und der unteren 
LD von Fliche des Fibrinogendiagramms zwischen 0,3—0,1°/,. Da das 
He kt" Globulin in dieser Verdiinnungsbreite fast, jedoch nicht ganz 
Ischiey horizontal ist, so k6nnte man annehmen, da die geringe Abweichung 
dann, von der absoluten Parallelitaét mit durch die Interferenz des Globu- 
ole kill linus bedingt ist. Ganz ahnlich ist das Serumdiagramim durch Inter- 
fen i ferenz von Globulin und Albumin zu deuten. Der quantitative 
rigen. J Anteil der einzelnen EKiweiBkérper im Plasma und Serum blieb 
NUnhvs- ber dieser Untersuchung noch unberiicksichtigt. Wir sind mit 
unter: \rbeiten uber die ,,Form synthetischer Plasma- und Serum- 
ungs- J diagramme beschiftigt. 
is ist uns in dieser Arbeit gelungen, polarographisch eindeutig 
Salre- Lisungen von Globulin, Albumin, Fibrinogen, Plasma und Serum 
rden, voneinander zu unterscheiden. Welche Rolle das Wasser bei diesen 
men Verdiinnungserscheinungen spielt, wissen wir noch nicht sicher. Wir 
sehen jedoch, daB jeder Verdiinnungsgrad der untersuchten 
nilub FF EiweiBsvsteme polarographisch einen anderen Zustand 
eden, des EiweiBindividuums aufzeichnet, und zwar von der Kon- 
sche zentration ab, die die polarographische Analyse gestattet bis zum 
idern FP .. Kreuzungseffekt*'. Bei weiterer Verdiinnung iiber diesen hinaus 
10ge ist der Zustand fiir alle untersuchten KiweiBbkorper gleich. 
tute, Die polarographische Untersuchung hat es ermdéglicht, emen 
ache. Minblieck im die Zustandsinderungen der untersuchten Kiweib- 
, dal svsteme zu gewinnen und den Einflu®B der Verdiinnung laufend 
aro- TR zu verfolgen. 
Ver- & 
‘tale. | Wir danken der Deutschen forschungsgemeinschaft fiir das Stipendium, 
wiles das Herrn Fritz Geiger giitigst gewahrt wurde. 
rel) 
a Zusammenfassung 
tein- |. Albumin und Globulin zeigen ebenso wie Fibrinogen bei 
Hitzedenaturierung eime deutliche Erhohung beider Protein- 
liche stulen., 
liese fy 2. Albumin, Globulin, Fibrinogen, Plasma und Serum wurden 
sten 1 veometrisechen Verdiinnungsreihen polarographisch untersucht. 
De- « Die maximale Hiweibkonzentration der einzelnen Hiweib- 
0,5 svysteme, die noch eine polarographische Analyse zuliBt, ist 


gen- verschieden. Sie liegt beim Globulin bei etwa 3,2°/), und beim 
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Fibrinogen bei 0,48°/,. Die anderen Werte liegen zwiseh, 
diesen Grenzwerten. 

b) Die polarographischen Verdiinnungskurven wurden in Flaclicn- 
diagrammen ausgewertet und zeigen alle eine verschiedene Form, 

c) Allen Flachendiagrammen ist der ,,Kreuzungseffekt*’ gemein- 
sam, der durch die Erniedrigung der 2. unter die 1. Proteinstufe 
entsteht und anzeigt, da bei Verdiinnungsreihen, die noch 
geringere Konzentration aufweisen, alle untersuchten Eiweib- 
systeme annahernd gleichartig bis zum Endpunkt der polaro- 
sraphischen Nachweisgrenzen reagieren. 

d) Die Gestalt der Flachendiagramme bis zu dem markanten Punkt 
des ,,Kreuzungseffektes ist bedingt durch die unter der spezi- 
fischen Verdiinnung polarographisch reagierenden Wirkgruppen 
des EiweiBmolekils. Dabei zeigt es sich besonders beim Fibri- 
nogen, daB® trotz vielfacher Verdiinnung beide Proteinstufen 
hdéher werden. Das entscheidende Prinzip ist hierbei das Ver- 
haltnis der jeweils reagierenden Cystingruppen zu den reagieren- 
den ,,Aminosiiurebindungen® im EiweiB. 

e) Das Plasma- und Serumdiagramm wird als Interferenzdiagramm 
der entsprechenden Grundeiweifikérper gedeutet. 

3. Die untersuchten EiweiS8korper, Albumin, Globulin und 
librinogen, nebst Plasma und Serum kénnen nebeneinander polaro- 
graphisch eindeutig unterschieden werden. 
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